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Abstract
Angiogenesis, the formation of new blood vessels from the preexisting vasculature, is a
process involved in physiologic conditions, such as embryonic development and wound-
healing, as well as in pathologic conditions, such as diabetic retinopathy and growth and
spreading of solid tumors. Chronic inflammation such as atherosclerosis and rheumatoid
arthritis is also associated with angiogenic processes.
Angiogenesis is a tightly regulated process that requires migration, proliferation and
differentiation of endothelial cells. Cell migration is a very important biologic function
of the endothelial cell.
The aim of this study was therefore to investigate the impact of various cytokines on
endothelial cell migration and to characterize the chemotactic signal transduction path-
ways involved in this process.
Leptin, the product of the ob-gene, proved to be a potent stimulus of endothelial cell
migration. The activation of the protein kinases ERK-MAPK and Akt is critical for
endothelial cell migration, and their pharmacological inhibition caused a significant
down-regulation of the migratory response towards migration factors such as Leptin
and VEGF.
The antidiabetic thiazolidinediones Troglitazone and Ciglitazone inhibited the leptin-
induced endothelial cell migration by interfering with the cytosolic protein kinase Akt.
They did not exert any influence on the activation of the ERK-MAPK.
These findings prove the existence of two different, independent ways of signal trans-
duction involved in endothelial cell migration: The ERK-MAPK and the protein kinase
Akt. The activation of either kinase is necessary, but not sufficient to induce a migratory
response in human endothelial cells.
The proinflammatory mediators TNFα and CD40L caused a significant inhibition of
endothelial cell migration in response to VEGF, when they were added to the culture
medium for 24 h. TNFα did not stimulate the migration of endothelial cells, even when
administered during a comparable short period of 5 h. This observation is in contrast
with the postulated association of inflammatory and angiogenic processes.
In conclusion, the results of this study show for the first time a direct inhibition of leptin-
induced endothelial cell migration by antidiabetic drugs belonging to the PPARγ-ligand-
family through their inhibitory effect on Akt. This possibly broadens the spectrum of
therapeutic applications of the antidiabetic thiazolidinediones in patients suffering from
NIDDM and secondary complications such as diabetic retinopathy.
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Zusammenfassung
Angiogenese, die Bildung neuer Blutgefa¨ße aus bereits bestehender Vaskulatur, ist ein
Prozeß, der sowohl unter physiologischen Bedingungen abla¨uft, wie bei der Embryonal-
entwicklung und der Wundheilung, als auch unter pathologischen Bedingungen, wie der
diabetischen Retinopathie und dem Wachstum und der Metastasierung solider Tumo-
ren. Chronische Entzu¨ndungen wie die Atherosklerose und die Rheumatoide Arthritis
gehen ebenfalls mit angiogenetischen Prozessen einher.
Die Angiogenese ist ein stark regulierter Vorgang, der Migration, Proliferation und Dif-
ferenzierung der Endothelzellen erfordert. Die Fa¨higkeit zur Migration ist eine wichtige
biologische Funktion der Endothelzellen.
Das Ziel dieser Arbeit bestand daher in der Untersuchung der Einflu¨sse verschiedener
Zytokine auf die Endothelzellmigration und in der Charakterisierung daran beteiligter
Mechanismen der Signaltransduktion.
Dabei erwies sich Leptin als ein potenter Stimulus der Endothelzellmigration. Die Mi-
gration endothelialer Zellen nach Stimulation mit chemotaktischen Faktoren wie Leptin
und VEGF wird durch die Aktivierung der Proteinkinasen ERK-MAPK und Akt ver-
mittelt, deren pharmakologische Inhibition eine signifikante Hemmung der Migration
bewirkte.
Die antidiabetischen Thiazolidinedione Troglitazone und Ciglitazone hemmten die Lep-
tin-induzierte Endothelzellmigration durch die Inhibition der Proteinkinase Akt, hatten
aber keinen Einfluß auf die Aktivierung der ERK-MAP-Kinase.
Dieses Ergebnis zeigt, daß die ERK-MAP-Kinase und die Proteinkinase Akt zwei vonein-
ander unabha¨ngige Wege der Signaltransduktion darstellen, deren jeweilige Aktivierung
fu¨r die Migration von Endothelzellen erforderlich, aber nicht ausreichend ist.
Die proinflammatorischen Mediatoren TNFα und CD40L hemmten die VEGF-induzierte
Migration humaner Endothelzellen bei Inkubation der untersuchten Zellen u¨ber 24 h si-
gnifikant. Auch bei kurzzeitiger Stimulation u¨ber 5 h steigerte TNFα die Rate migrierter
Endothelzellen nicht. Diese Beobachtung steht im Widerspruch zur angenommenen As-
soziation entzu¨ndlicher und angiogenetischer Prozesse.
In der vorliegenden Arbeit wird zum ersten Mal gezeigt, daß Antidiabetika aus der
Gruppe der PPARγ-Liganden die Endothelzellmigration direkt hemmen. Dies weist auf
eine mo¨gliche Erweiterung des therapeutischen Einsatzes der Thiazolidinedione bei Pa-
tienten mit NIDDM und sekunda¨ren Symptomen wie der diabetischen Retinopathie hin.
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Vorwort
Le matin du 16 avril, le docteur Bernard Rieux sortit de son cabinet et buta sur un
rat mort, au milieu du palier. Sur le moment, il e´carta la beˆte sans y prendre garde et
descendit l´escalier. Mais, arrive´ dans la rue, la pense´e lui vint que ce rat n´e´tait pas
a` sa place et il retourna sur ses pas pour avertir le concierge. Devant la re´action du
vieux M. Michel, il sentit mieux ce que sa de´couverte avait d´insolite. La pre´sence de ce
rat mort lui avait paru seulement bizarre tandis que, pour le concierge, elle constituait
un scandale. La position de ce dernier e´tait d´ailleurs cate´gorique: il n´y avait pas de
rats dans la maison. Le docteur eut beau l´assurer qu´il y en avait un sur le palier du
premier e´tage, et probablement mort, la conviction de M. Michel restait entie`re. Il n´y
avait pas de rats dans la maison, il fallait donc qu´on euˆt apporte´ celui-ci du dehors.
Bref, il s´agissait d´une farce.
Albert Camus, La Peste (1947)
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EcNOS Endothelial Cell Nitric Oxid Synthetase
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ERK2 Extracellular Signal-regulated Kinase 2
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Angiogenese, die Bildung neuer Blutgefa¨ße aus bereits bestehender Vaskulatur, ist ein
Prozeß, der sowohl unter physiologischen Bedingungen abla¨uft, wie bei der Embryo-
nalentwicklung, der Wundheilung oder der Ovulation, als auch unter pathologischen
Bedingungen, wie der Atherosklerose, der diabetischen Retinopathie oder beim Wachs-
tum und der Metastasierung der meisten soliden Tumoren [73, 50, 52, 164]. Chronische
Entzu¨ndungen wie die Rheumatoide Arthritis [149,84], und die Atherosklerose [10,223],
gehen ebenfalls mit angiogenetischen Prozessen einher, und so wurde der Begriff der
”
Angiogenetischen Erkrankungen“ fu¨r pathologische Vera¨nderungen eingefu¨hrt, bei de-
nen es zu einer abnormalen Vaskularisierung der betroffenen Gewebe kommt [51].
Die Voraussetzung fu¨r angiogenetische Vorga¨nge ist der geregelte Ablauf verschiedener
Prozesse, die das die Gefa¨ßwa¨nde auskleidende Endothel einbeziehen [111].
Im Einzelnen sind zur Bildung neuer Blutgefa¨ße Migration, Proliferation und erneute
Differenzierung der Endothelzellen einschließlich der Produktion und Freisetzung der
Bestandteile einer neuen Basalmembran erforderlich [28]. Dabei verfu¨gen Endothelzellen
u¨ber alle Informationen zur Bildung neuer Netzwerke aus Blutgefa¨ßen [50].
Die Fa¨higkeit zur Migration ist eine wichtige Funktion der Endothelzellen und la¨ßt
sich wiederum in verschiedene einzelne Vorga¨nge unterteilen [75]. An erster Stelle steht
das Gleichgewicht zwischen Adha¨sion und Deadha¨sion, das so verschoben wird, daß die
Endothelzellen sich aus ihrem Zellverband lo¨sen ko¨nnen. Eine weitere Voraussetzung
der Endothelzellmigration besteht in der Invasivita¨t der Endothelzellen, ihrer Fa¨higkeit
also, die Basalmembran durch Freisetzung von Matrixmetalloproteasen zu degradieren.
Schließlich sind auch die Motilita¨t der Endothelzellen und die Anwesenheit von Chemo-
kinen erforderlich, die die Migration der Endothelzellen anregen und steuern [173,188].
Eine ganze Reihe von Chemokinen fu¨r humane Endothelzellen wurde bereits beschrie-
ben: So ist bekannt, daß a-Fibroblast Growth Factor (a-FGF), b-Fibroblast Growth
Factor (b-FGF), Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) und Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF) die Endothelzellmigration stimulieren [164].
Zur Erlangung der Motilita¨t ist die Aktivierung und Reorganisation des Zytoskeletts
aus Aktin und Myosin von entscheidender Bedeutung [75].
Auch u¨ber die Mechanismen der Signaltransduktion, die zur Migration von Endothelzel-
len fu¨hren, existiert eine Vielzahl von Publikationen, und so wird beispielsweise die Akti-
vierung der Extracellular Signal-Regulated Protein Kinase/Mitogen-Activated Protein-
Kinase (ERK-MAP-Kinase) als ein Schlu¨sselmechanismus bei der Migration vaskula¨rer
1
und nicht-vaskula¨rer Zellen angesehen [68, 167, 195]. Daru¨ber hinaus wurde die zyto-
solische Proteinkinase Akt als entscheidend fu¨r die VEGF-induzierte Migration von
Endothelzellen beschrieben [138].
Das Ziel der hier vorgelegten Arbeit war es, den Einfluß verschiedener Zytokine auf die
Endothelzellmigration zu untersuchen und die daran beteiligten Wege der Signaltrans-
duktion na¨her zu charakterisieren.
Dabei gab es zwei Schwerpunkte: Zum einen die Untersuchung der Effekte von Lep-
tin, eines von Adipozyten sezernierten Zytokins, dessen Blutspiegel bei Patienten mit
Metabolischem Syndrom sta¨ndig erho¨ht sind [125, 182, 222], auf die Endothelzellmigra-
tion. Im Rahmen dieser Untersuchungen gelang die Identifizierung zweier voneinander
unabha¨ngiger Wege der Signaltransduktion, die beide eine entscheidende Rolle bei der
Endothelzellmigration einnehmen. Außerdem wurde der Einfluß der antidiabetischen
Thiazolidinedione auf die Leptin-induzierte Endothelzellmigration untersucht.
Da bekannt ist, daß chronische Entzu¨ndungen wie die Rheumatoide Arthritis [149], und
die Atherosklerose [10, 223] mit angiogenetischen Prozessen einhergehen, wurde zum
anderen die Wirkung zweier Entzu¨ndungsmediatoren aus der Tumor Necrosis Factor-
(TNF-) Liganden-Familie, TNFα und CD40L, auf die Migration humaner Endothelzellen
als einem entscheidenden Schritt der Angiogenese untersucht.
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2. Material und Methoden
2.1 Methoden
2.1.1 Isolierung von Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HU-
VEC)
Pra¨paration
Die HUVEC wurden enzymatisch nach der durch E. A. Jaffe [96] und M. Gra¨fe [80,79]
modifizierten Methode nach Maruyama [129] aus der Nabelschnurvene gelo¨st.
Dazu wurde eine Nabelschnur an beiden Enden mit Nabelklemmen abgeklemmt, so daß
das Innere steril blieb, und bis zu 48 h in Phosphate Buffered Saline (PBS) + 1% Peni-
cillin/ Streptomycin gelagert. Nach a¨ußerlicher Reinigung und Desinfektion wurde die
Nabelschnur an beiden Enden mit einem sterilen Einmalskalpell durchtrennt. An einer
Seite wurde die Vene aufgesucht und mit einer Kanu¨le sondiert. Die Kanu¨le wurde mit ei-
ner OP-Klemme fixiert. Dann wurde die Nabelschnur in einen Stativsta¨nder eingeha¨ngt.
Es folgten zweimaliges Spu¨len der Vene mit 20 ml PBS, um Blutreste zu entfernen, und
das Einfu¨llen von 10 ml Dispase (2,4 U/ml). Das untere Ende der Nabelschnur wur-
de mit einer Kocherkleme verschlossen. Nach 30 min. Inkubationszeit bei 37°C und 5
% CO2 wurde die Nabelschnur wiederum a¨ußerlich gereinigt und desinfiziert und mit
einer sterilen Mullkompresse massiert, um die HUVEC von der Venenwand zu lo¨sen.
Die Nabelschnur wurde wieder in den Stativsta¨nder eingeha¨ngt und das untere Ende
steril abgetrennt. Die Dispase mit den abgelo¨sten HUVEC wurde mit einem sterilen
45ml-Falcon-Ro¨hrchen aufgefangen und die Vene ein letztes Mal mit Medium 199 Earle
durchspu¨lt, um weitere HUVEC abzulo¨sen. Nach 5 min. Zentrifugieren bei 250 g (1200
U/ min) wurde der U¨berstand entfernt. Im Zellpellet befanden sich die HUVEC, die nun
in Medium resuspendiert und in eine Kulturflasche gegeben wurden. Die Abbildung 2.1
zeigt den Aufbau bei der enzymatischen Gewinnung von HUVEC.
Zellkultur
Fu¨r die Zellkultur wurden entweder sterile Einmalartikel oder im Autoklaven hitzesteri-
lisierte Glaspipetten verwendet. Die HUVEC wurden in T75-Kulturflaschen kultiviert,
die u¨ber Nacht bei 4°C mit 0,2% Gelatine (in H2O) beschichtet worden waren. Alle zwei
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Abbildung 2.1: Pra¨paration einer Nabelschnur
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Tage wurden die ca. 8 ml Medium pro Kulturflasche nach mikroskopischer Kontrolle der
Zellkultur ausgetauscht.
Bei Erreichen eines konfluenten Monolayers wurden die HUVEC auf drei neue T75-
Kulturflaschen passagiert. Dazu wurde zuna¨chst das Medium entfernt. Dann wurde mit
8 ml PBS w/o Ca2+ gespu¨lt. Danach erfolgte eine weitere Spu¨lung mit 8 ml PBS w/o
Ca2+ + Ethylendiamintetraacetat (EDTA). Zur Ablo¨sung der HUVEC wurden 2 ml
Trypsin/ EDTA ( 0,05% / 0,02% in PBS w/o Ca2+ in die Kulturflasche gegeben. Nach
ca. 1 min. war die Ablo¨sung der HUVEC makro- und mikroskopisch zu erkennen, und
die abgelo¨sten HUVEC wurden mit einer Glaspipette aufgenommen und zusammen mit
2 ml Medium in ein steriles Falcon-Ro¨hrchen gegeben. Nach 5 min. Zentrifugieren bei
250 g (1200 U/ min) wurde der Medium/Trypsin-U¨berstand abgesaugt, und die HUVEC
wurden in Medium resuspendiert und auf die neuen Kulturflaschen aufgeteilt.
Medium
Fu¨r die HUVEC wurde folgendes Na¨hrmedium verwandt:
Medium 199 Earle mit:
• 20 % FCS
• 1% L-Glutamin (200 mM)
• 1% Penicillin/ Streptomycin/ Hepes (P./S./H.) (Konzentrationen im Medium: 100
U/ml P.; 100 µg/ml S.; 10 mM H.)
• 0,1% a-Fibrobast Growth Factor (FGF) (Konzentrationen im Medium: 10 ng/ml
a-FGF; 5 U/ml Heparin)
Charakterisierung der Endothelzellen
Die HUVEC wurden enzymatisch aus humanen Nabelschnurvenen gewonnen. Bei dieser
Art der Zellisolierung ist die Wahrscheinlichkeit sehr gering, daß andere als Endothel-
zellen gewonnen werden, wenn die Basalmembran nicht durch zu lange Inkubation mit
Dispase oder mechanisch zersto¨rt wurde. Durch Spu¨len mit PBS am Tag nach der Zel-
lisolierung wurden nicht adha¨rierende Zellen, vor allem Erythrozyten, entfernt.
Die HUVEC wiesen die fu¨r Endothelzellen charakteristischen strukturellen Merkmale
auf: Sie stellten sich im Lichtmikroskop als große polygonale, “pflastersteinartige“ Zellen
dar, die streng einschichtig wuchsen [96].
Zur immunologischen Charakterisierung als Endothelzellen wurden die HUVEC mit ei-
nem Antiko¨rper gegen den von-Willebrand-Faktor (Faktor VIII) gefa¨rbt. Dabei machte
man sich die Tatsache zunutze, daß der vWF nur von Endothelzellen (und Megakaryo-
zyten) exprimiert wird [97,172].
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2.1.2 Vitalita¨tsbestimmung und Zellza¨hlung
Mit der Vitalita¨tsbestimmung ist die Unterscheidung zwischen vitalen und avitalen Zel-
len mo¨glich. Dieser Schritt wurde zusammen mit der Zellza¨hlung durchgefu¨hrt.
Dazu zentrifugierte man die Zellen 5 min. bei 250 g und resuspendierte sie in einem
definierten Volumen an Medium. Man entnahm eine Probe von 50 µl aus diesem Volumen
und gab 200 µl 0,25%iges Trypanblau (in H2O) dazu. Nach einer Wartezeit von ca. 1
min erfolgte die Zellza¨hlung mit Hilfe der Neubauerschen Za¨hlkammer. Dazu za¨hlte
man 8 x 16 Felder aus und errechnete das arithmetische Mittel. Multiplikation mit
dem Verdu¨nnungsfaktor (5x) und dem Faktor 10000 ergab die Zellzahl pro ml Medium.
Dabei erschienen die vitalen Zellen gleichma¨ßig rund und hell. Die Zellmembran intakter
Endothelzellen ist fu¨r Trypanblau impermeabel. Abgestorbene Zellen erschienen dagegen
entrundet und blau angefa¨rbt.
2.1.3 Isolierung von CD40L-positiven Lymphozyten
Gewinnung
Wir verwendeten CD40-Ligand-positive T-Lymphozyten, die uns von Prof. Dr. R. Kroc-
zek vom Robert Koch-Institut Berlin großzu¨gig zur Verfu¨gung gestellt wurden. Die
Zellen entstammten einer Myeloma-Zellinie und waren mit dem CD40-Liganden sta-
bil transfiziert. (P3xTBA7) Zum Vergleich wurden nicht transfizierte T-Lymphozyten
verwendet, die den CD40-Liganden nicht exprimierten. (P3xWT)
Zellkultur
Die nicht-adha¨rierenden Myeloma-Zellen wurden in T75-Kulturflaschen kultiviert. Alle
zwei bis drei Tage erfolgte die makro- und mikroskopische Kontrolle der Zellproliferation
und im Anschluß daran der Mediumwechsel. Dazu wurde ein Großteil des Mediums mit
den darin enthaltenen Zellen unter sterilen Bedingungen abgesaugt und schließlich mit
Medium auf das urspru¨ngliche Volumen (ca. 20 ml) aufgefu¨llt. Einmal pro Woche wurden
die Zellen in eine neue Kulturflasche passagiert, um das Kontaminationsrisiko mo¨glichst
gering zu halten. Dazu entnahm man ein geringes Volumen an Medium (ca. 5-10 ml) mit
den darin enthaltenen Zellen und fu¨llte es in eine frische Kulturflasche. Wiederum wurde
mit Medium aufgefu¨llt. Die P3xTBA7-Zellen (Transfektanten) wurden durch Zugabe
von Geneticin in einer Konzentration von 200 µg/ml (Medium) zum Kulturmedium
selektiert.
Medium
Fu¨r die Kultur der Myeloma-Zellen wurde folgendes Medium benutzt:
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Medium RMPI 1640 ( w L-Glutamin)
• + 10% FCS
• + 1% P/S (100 U/ml P.; 100 µg/ml S.)
Den transfizierten P3xTBA7-Zellen (CD40L-positiv) wurde zusa¨tzlich noch das zyto-
statisch wirkende Geneticin zugesetzt (200 µg/ml), das eine Vermehrung von Zellen
verhinderte, die den CD40L nicht mehr exprimierten. Damit wurde eine Selektion der
transfizierten Zellen bewirkt.
Fixierung
Aus der Kulturflasche wurde eine Probe entnommen, die darin enthaltenen Zellen mit
0,25% Trypanblau angefa¨rbt und die Zellzahl im Medium mit Hilfe der Neubauerschen
Za¨hlkammer bestimmt. Anschließend entnahm man ein der gewu¨nschten Zellzahl ent-
sprechendes Volumen der Kulturflasche. Die Lymphozyten wurden in einer Endkonzen-
tration von 200000/cm² Endothelzellen verwendet. Durch 5 min. Zentrifugieren bei 250
g trennte man die Zellen vom Medium. Die Lymphozyten wurden schließlich in 500 µl
PBS/200000 Zellen resuspendiert. Dazu pipettierte man 500 µl 2% Paraformaldehyd in
PBS /200000 Zellen, also das gleiche Volumen wie zuvor an PBS. Nach gutem Durchmi-
schen wurden die Falcon-Ro¨hrchen sofort fu¨r 2-3 min auf Eis gestellt. In diesem Schritt
erfolgte die Fixierung der Lymphozyten. Nach Entfernen des Paraformaldehyds durch
erneutes Herunterzentrifugieren schloß sich dreimaliges Waschen mit PBS an, wozu die
Zellen jedesmal resuspendiert und anschließend wieder herunterzentrifugiert wurden.
In einem letzten Schritt resuspendierte man die fixierten Lymphozyten (P3xWT oder
P3xTBA7) in HUVEC-Medium. Mit den fixierten Lymphozyten wurden konfluente HU-
VEC in T25-Kulturflaschen fu¨r 24 h inkubiert.
TRAP-1
TRAP-1, ein monoklonaler Antiko¨rper gegen den CD40L,wurde in einer Konzentration
von 10 µg/ml auf die fixierten P3xTBA7-Zellen gegeben. Man inkubierte die Zellen 15
min. bei Raumtemperatur mit dem Antiko¨rper, bevor man sie auf die Endothelzellen
gab.
2.1.4 Migrationsassay
Der Versuchsaufbau bestand in einer modifizierten Boyden-Chamber [26].
In sterile 24-Well-Platten (Falcon #3074) wurden sterile Cell Culture Inserts (Falcon
#3097) mit einer Polycarbonat-Membran mit einem Porendurchmesser von 8,0 µM ein-
geha¨ngt. Dadurch entstand ein Zwei-Kammer-System. Zuna¨chst gab man 200 µl Ge-
latine (0,2%, in H2O gelo¨st) in die obere (innere) und 700 µl Gelatine in die untere
(a¨ußere) Kammer. Die Gelatine mußte u¨ber Nacht bei 4°C oder 2 h bei 37°C einwirken.
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Diese Volumina wurden fu¨r jeden Arbeitsschritt im Migrationsversuch verwandt. Dann
wurde die Gelatine vorsichtig vollsta¨ndig abgesaugt. Anschließend erfolgte das Blocken
mit 1% Bovinem Serum Albumin (BSA) in PBS fu¨r 1 h bei 37°C. Durch diesen Schritt
sollten unspezifische Proteinbindungen, die in der Gelatine enthalten sein ko¨nnten, aus-
geschaltet werden. Das BSA wurde wiederum vollsta¨ndig abgesaugt und nun die a¨ußere
Kammer mit 700 µl Versuchsmedium (Medium 199 Earle mit 5% FCS ohne L-Glutamin)
gefu¨llt.
Danach wurden HUVEC aus der Kultur entnommen, herunterzentrifugiert und in Ver-
suchsmedium resuspendiert. Die Zellzahl wurde mit Hilfe der Neubauerschen Za¨hlkam-
mer bestimmt. Zur Zellza¨hlung in der Neubauerschen Za¨hlkammer wurde eine Probe aus
dem die HUVEC enthaltenden Medium entnommen und die Zellen mit 0,25% Trypan-
blau in H2O angefa¨rbt. Dann verdu¨nnte man die Lo¨sung so, daß in 200 µl Volumen
noch 50000 Zellen enthalten waren. Abschließend erfolgte die Aussaat der HUVEC zu
50000 Zellen/Cell Culture Insert. Die HUVEC mußten mindestens 30 min. bei 37°C
adha¨rieren. Nach mikroskopischer Kontrolle der Adha¨sion am Filterboden begannen die
Stimulationsvorga¨nge [116].
Inhibitoren der Migration wurden in der oberen Kammer zu dem die HUVEC enthal-
tenden Versuchsmedium addiert. Sie mußten 30 min. bei 37°C auf die Zellen einwirken.
Stimulantien der Migration wurden in entsprechender Konzentration in Versuchsmedi-
um angesetzt und ggf. die Inhibitoren der Migration in derselben Konzentration wie in
der inneren Kammer hinzugefu¨gt. Zur Stimulation in der a¨ußeren Kammer wurde das
Medium durch das die Stimulantien / Inhibitoren enthaltende Medium ausgetauscht.
Nach 5 h bei 37°C wurde die Migration gestoppt. Dazu saugte man vorsichtig das ge-
samte Medium ab, spu¨lte innere und a¨ußere Kammer großzu¨gig mit PBS und reinigte
anschließend die Innenseite der Membranen der Cell Culture Inserts mechanisch mit
Wattetra¨gern. In einem na¨chsten Schritt fixierte man die Zellen mit 100%igem kaltem
Methanol (-24°C) mindestens 10 min. lang (oder u¨ber Nacht) bei -24°C. Nach zweima-
ligem Spu¨len beider Kammern mit H2O erfolgte die Fa¨rbung der Zellen mit Mayer´s
Ha¨malaun fu¨r 10 min. bei Raumtemperatur. Als letzten Schritt spu¨lte man beide Kam-
mern so lange mit H2O, bis sich keine Farbwolken mehr lo¨sten, in der Regel drei Mal.
Anschließend wurden die gefa¨rbten Zellkerne unter dem Lichtmikroskop bei 50 facher
Vergro¨ßerung geza¨hlt; bei dieser geringen Vergro¨ßerung wurde fast die gesamte Membran
erfaßt, so daß sich das Auswa¨hlen bestimmter Gesichtsfelder eru¨brigte. Der Rand der
Cell Culture Inserts wurde bei der Zellza¨hlung grundsa¨tzlich nicht beru¨cksichtigt, da
sich dort wegen der mangelnden mechanischen Reinigung durch die Wattetra¨ger in der
Regel u¨berproportional viele anhaftende HUVEC befanden.
2.1.5 FACS-Analyse
Mit der FACS-Analyse wurde gesichert, daß die transfizierten P3xTBA7-Zellen tat-
sa¨chlich den CD40-Liganden exprimierten. Zudem konnte so sichergestellt werden, daß
TRAP-1, der spezifische Antiko¨rper gegen den CD40-Liganden, an die HUVEC band.
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Dazu wurden HUVEC aus der Kultur entnommen und auf eine Konzentration von 0,5-1
Mio. Zellen in 2 ml Medium verdu¨nnt. In einem ersten Schritt spu¨lte man die HUVEC
mit PBS w Ca2+; Mg2+ . Dann wurden die Zellen 30-45 min. in einem Volumen von 50
µl (Trap-1 AK 1:100 in PBS w Ca2+; Mg2+ + 1% FCS) inkubiert.
Nach erneutem Zentrifugieren und Spu¨len mit PBS w Ca2+; Mg2+ wurden die HU-
VEC wiederum 30-45 min. in einem Volumen von 50 µl mit einem zweiten Antiko¨rper
inkubiert (Cy3 AK 1:100 in PBS w Ca2+; Mg2+ + 1% FCS). Schließlich wurden die
HUVEC noch einmal zentrifugiert und mit PBS w Ca2+; Mg2+ gespu¨lt. Danach wurden
sie erneut zentrifugiert und in 0,5 ml PBS w Ca2+; Mg2+ + 1% FCS resuspendiert. So
konnten sie bei 4°C maximal 3 h aufbewahrt werden, bis die eigentliche FACS-Messung
am Durchflußzytometer im DHZB erfolgte.
2.1.6 Western Blot
Zur Analyse der phosphorylierten, aktivierten MAPK, des VEGF-Rezeptors und der
Akt wurden HUVEC in 20 cm²-Kulturschalen ausgesa¨t. Die konfluenten Zellen wurden
fu¨r 30 min. mit PD 98059, einem spezifischen MEK-Inhibitor vorbehandelt; danach er-
folgte eine Kostimulation mit PD 98059 und Leptin, TNFα oder VEGF oder normalem
HUVEC-Medium. Zur Untersuchung der Dosisabha¨ngigkeit wurden die Zytokine ohne
Vorbehandlung der Zellen eingesetzt. Zur Analyse der Zeitabha¨ngigkeit wurden die Zy-
tokine ohne Vorbehandlung der HUVEC fu¨r verschiedene Inkubationszeiten eingesetzt
(10-60 min). Bei 24-h-Stimulationen wurden die konfluenten HUVEC fu¨r 24 h dem zu
untersuchenden Zytokin (TNFα; VEGF) oder fixierten P3xWT- oder P3xTBA7-Zellen
ausgesetzt; die kurzfristige Stimulation der Zellen erfolgte wie oben beschrieben.
Nach der Stimulation wurden die Zellen mit eisgeku¨hltem PBS gewaschen und schließ-
lich in ebenfalls eisgeku¨hltem Radioimmunoprecipitation-Puffer (RIPA) gelo¨st ( 10mM
Tris-HCL, pH 7,5; 1% Triton X-100, 0,5% NP 40, 150 mM NaCl, 50 mM NaF, 100 µM
Na-Orthovanadate, 1 mM EGTA, 1 mM EDTA, 0,5 mM PMSF, 10 mg/l Leupeptin).
Die Zellen wurden mit einem Zellschaber abgelo¨st, in Eppendorf Cups gesammelt und
zentrifugiert (1400 UPM, 30 min. bei 4°C). Die Proteinkonzentration wurden mit Hilfe
des Bradford Protein Assay (Biorad, San Diego, CA) bestimmt. Gleiche Mengen an Pro-
tein (50 µg) wurden durch SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese ( 7,5% Standardgel)
aufgetrennt und mit einem Bio-Rad System auf Nitrocellulose-Membranen u¨bertragen.
Unspezifische Bindungen wurden durch 5% Magermilchpulver and 1% Tween 20 in
TBS geblockt. Die Membranen wurden 90 min. (oder u¨ber Nacht) mit Antiko¨rpern ge-
gen Gesamt-MAPK, phosphorylierte MAPK, VEGF-Rezeptor und Akt in Block-Lo¨sung
inkubiert. Schließlich wurden die Blots dreimal fu¨r jeweils 15 min. in 1% Tween 20 /
TBS gewaschen und anschließend fu¨r weitere 90 min. mit dem Sekunda¨rantiko¨rper inku-
biert. Nach fu¨nfmaligem Waschen mit 1% Tween / TBS erfolgte die Entwicklung, wofu¨r
das ECL Western blotting detection-System verwendet wurde. Als Kontrolle fu¨r gleiche
Proteinkonzentrationen in den MAPK-Experimenten wurden fu¨r jede Gruppe zwei Gele
parallel beschichtet und auf phosphorylierte, aktivierte MAPK oder Gesamt-MAPK hin
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untersucht. Alle Western-Blots wurden mindestens einmal mit weiteren, von der ersten
unabha¨ngigen, Zellaufarbeitungen wiederholt.
2.1.7 Statistik
Die folgenden statistischen Verfahren wurden angewandt:
1. arithmetisches Mittel (Mittelwert) = x
2. Standardfehler (SF bzw. SE)
3. T-Test (Student´s Test) fu¨r unverbundene Stichproben mit folgenden Signifikanz-
niveaus: P > 0,05 = nicht signifikant und P < 0,05 = signifikant
Die Versuchsergebnisse werden angegeben als Mittelwert ±Standardfehler. In den Grafi-




• Acrylamid, Roth GmbH, Karlsruhe
• A-FGF, 100-17 A, PeproTech,u¨ber Tebu GmbH, Frankfurt/ Main
• Akt-Ab, # 9272, New England Biolabs, Beverly, MA
• Albumin, Bovine Fraktion V 7,5% Solution, A 8412, Sigma Chemie GmbH Dei-
senhofen
• Ammoniumperoxidsulfat, 101200, E. Merck KGaG, Darmstadt
• Anti-Active MAPK pAb, Rabbit (pTEpY), # V 8031 Promega, Madison, WI
• Anti-Active p38 pAb, Rabbit, # V 1211, Promega, Madison, WI
• Anti-Rabbit IgG, HRP Conjugate, # W 4011, Promega, Madison, WI
• Aqua B. Braun, B. Braun AG, Melsungen
• Autoklav, Webeco, Modell B, u¨ber Heinz Schubert GmbH, Berlin
• Bromophenol-Blau, E. Merck KGaG, Darmstadt
• Brutschrank, CO2 -Auto Zero, Heraeus GmbH, Hanau
• Cell Culture Inserts, # 3097, Falcon, Heidelberg
• Ciglitazone, 74772-77-3, Biomol
• Collagen A, seromed, L 7220, Biochrom KG, Berlin
• Combitips (verschiedene Volumina), Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
• Conical Tubes 15 ml, # 2097 Falcon, Heidelberg
• Conical Tubes 50 ml, # 2070 Falcon, Heidelberg
• Cy3 Anti-Mouse Ab, 115-166-072, Dianova GmbH
• Dispase, 2,4 U/ml, 295825 Boehringer, Mannheim
• DMSO (Dimethylsulfoxid), 102951, E. Merck KGaG, Darmstadt
• Durchflußzytometer, Becton Dickinson, Helsingborg, Schweden
• ECL Western Blot Analysis System, RPN 2108, Batch 70, Amersham Pharmacia
Bioteck
• Einmalskalpell, PFM AG, Ko¨ln
• 10ml-Einmalspritzen, B. Braun AG,Melsungen
• 20ml-Einmalspritzen, B. Braun AG, Melsungen
• ECL Detection Kit, Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
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• EDTA (Ethylendiamintetraacetat), E 5134, Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
• Einmalfilterhalter Rotrand, 0,2 µM, FP 030/3, Schleicher Schuell
• ELISA-Reader, DIAS
• Eppendorf Cups, 2 ml, 296938121, Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
• FCS (Fetal Calf Serum), S 0215, res. Charge 675S, Biochrom KG, Berlin
• Fibronectin, L 7117, Boehringer,Mannheim
• Gelatine, G 9391, Sigma Chemie GmbH,Deisenhofen
• Geneticin, 1464981, Boehringer, Mannheim
• Gewebekulturflaschen T25, 690175, Greiner Labortechnik GmbH, Frickenhausen
• Gewebekulturflaschen T75, 658175, Greiner Labortechnik GmbH, Frickenhausen
• Glutamin (L-Glutamin 200 mM), G 7513, Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
• Glycin, 3908.2, Roth GmbH, Karlsruhe
• HCl, 13386, E. Merck KGaG, Darmstadt
• Heparansulfat, H4777, Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
• Heparin, H 5640, Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
• Hepes, H 3375, Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
• Igelpal CA-630, I-3021, Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
• Kocherklemmen,
• Kompressen, Paul Hartmann AG, Heidenheim
• Laminar Flow Faster, u¨ber Schmid Laborbedarf, Berlin
• Laminin, 1243217, Boehringer, Mannheim
• Leptin, L 4146, Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
• Mayer´s Ha¨malaunlo¨sung, 109249, E. Merck KGaG, Darmstadt
• Medium 199 Earle, seromed, F 0615, Biochrom KG, Berlin
• Medium RMPI 1640, seromed, FG 1215, Biochrom KG, Berlin
• 2-Mercapto-Ethanol, E. Merck KGaG, Darmstadt
• Methanol, 6012, E. Merck, Darmstadt
• Mikroskop: Axiovert 10, Zeiss, Oberkochen
• 24-Multiwell Platten, # 3047, Falcon, Heidelberg
• 96-Multiwell-Platten, # 167008, Nunc, Wiesbaden
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• Nabelklemmen, Scandi Care, Anderstorp, Schweden
• Nalgene Einmalfilter 150 ml, 155-0020, Nalgene
• NaOH, 106498, E. Merck, Darmstadt
• Neubauer Za¨hlkammer, Brand/ Wertheim
• Nitrocellulose, Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
• OP-Klemmen (Plastik),
• Paraformaldehyd, 818715, Merck-Schuchardt, Hohenbrunn
• Pasteurpipetten, ungestopft, 9411020, Brand GmbH, Wertheim
• Pasteurpipetten mit Wattebausch, 3151102, Hilgenberg/ Germany
• PBS w/o Ca2+, Mg2+, L 182-10, Biochrom KG, Berlin
• PBS w Ca2+, Mg2+ , L 1815, Biochrom KG, Berlin
• PD 98059, 513000-S, Calbiochem-Novabiochem GmbH, Bad Soden
• Phospho-Akt (Ser 473) 4E2 Monoclonal Ab, # 9276 S, New England Biolabs,
Beverly, MA
• P 44/42 MAPK Ab, # 9102, New England Biolabs, Beverly, MA
• Penicillin Gru¨nenthal 10 Mega, Nr. 755929, Gru¨nenthal GmbH, Stolberg
• Ponceau-Konzentrat, 114275, E. Merck KGaG, Darmstadt
• 2- Propanol 70%, B. Braun AG, Melsungen
• P / S (Penicillin/ Streptomycin), A-2213, Biochrom KG, Berlin
• Ro¨ntgenfilme, Kodak
• SDS (Sodiumdodecylsulfat), Merck-Schuchardt, Hohenbrunn
• Serologische Pipetten 10ml, P 94010, TPP
• Serologische Pipetten 25ml, 70373 Greiner Labortechnik GmbH, Frickenhausen
• Sodiumdeoxycholate, Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
• Stativsta¨nder ,
• Tank-Blot von BIORAD Laboratories GmbH, Mu¨nchen
• TNFα, 300-01 A, PeproTech, u¨ber Tebu GmbH, Frankfurt/ Main
• Toluidinblau, 115930, E. Merck KGaG, Darmstadt
• TRAP-1 ,
• Tris, 819623, ICN, Aurora/ Ohio
• Troglitazone ,
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• Trypanblau, 111732, E. Merck KGaG, Darmstadt
• Trypsin/ EDTA, L 2143, Biochrom KG, Berlin
• Tween 20, 822184, Merck-Schuchardt, Hohenbrunn
• VEGF, 100-20, PeproTech, u¨ber Tebu GmbH, Frankfurt/ Main
• Venenverweilkanu¨le Venflon TM, 1.0 x 32 mm, Becton Dickinson, Helsingborg,
Schweden
• Vernichtungsbeutel Plastibrand, #759705 Brand GmbH, Wertheim
• Wa¨gepapier, 370117217, Neo-Lab
• Wattesta¨bchen (Q-Tips), 300.301, Tawamed
• Zentrifuge Biofuge pico, Heraeus Instruments GmbH, Hanau
• Zentrifuge Megafuge 1.0, Heraeus Instruments GmbH, Hanau
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3. Ergebnisse
3.1 Nachweis der Endothelzellen in der Zellkultur
Die Isolierung und Kultivierung der humanen umbilikalen Endothelzellen erfolgten wie
im Methodenteil beschrieben. Als Kontrolle diente der typische mikroskopische Aspekt
eines Pflastersteinreliefs der Zellkulturen. Um sicher zu sein, daß ausschließlich Endothel-
zellen fu¨r die Versuche verwendet wurden, wurden die Zellkulturen auf die Expression
spezifischer endothelialer Marker untersucht. So wurde auf allen untersuchten Zellkul-
turen die Expression des Faktor-VIII-related-Antigens und von CD 31 nachgewiesen,
beides spezifische Marker fu¨r Endothelzellen.
3.2 Etablierung eines Migrationassays fu¨r HUVEC
3.2.1 Einflu¨sse der Kulturbedingungen auf das Migrationsverhalten
von HUVEC
Zuna¨chst wurden Migrationsversuche mit dem Ziel durchgefu¨hrt, den Einfluß der im
Kulturmedium enthaltenen proliferationsfo¨rdernden Faktoren Fetal Calf Serum (FCS)
und a-FGF auf das Migrationsverhalten der HUVEC zu untersuchen.
Dazu wurden die HUVEC, abweichend von allen weiteren Versuchen, in nur 1% bzw.
2% FCS enthaltendem Kulturmedium resuspendiert. Die Migration wurde durch Zuga-
be von 20% FCS-haltigem Medium in die untere Kammer stimuliert. In einem zweiten
Ansatz wurde der Einfluß von a-FGF auf die Migration durch Zugabe von 10 ng/ml
a-FGF in die untere Kammer untersucht. Sowohl FCS als auch a-FGF wurden somit in
den Konzentrationen zur Stimulation verwendet, in denen sie auch im u¨blichen Kultur-
medium enthalten waren. Die Anzahl der durchgefu¨hrten Versuche betrug n=3.
Das Ergebnis dieser Migrationsversuche ist in der Abbildung 3.1 dargestellt.
3.2.2 Migration bei Stimulation durch a-FGF und durch FCS
Im Folgenden wurde derselbe Versuch wiederholt, dabei wurden aber die humanen Endo-
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* = p < 0,05 vs Kontrolle 2% FCS
Abbildung 3.1: Einfluß von a-FGF und FCS auf die Migration von HUVEC
In dieser Abbildung ist der Einfluß von FCS und a-FGF auf die Migrati-
on humaner umbilikaler Endothelzellen dargestellt. Es ist zu erkennen, daß
die Zellen nur auf minimalem Niveau durch den Filter der modifizierten
Boyden-Chamber migriert sind. Bei Verwendung von 1% FCS enthaltendem
Versuchsmedium migrierten im Mittel 5,67 ±1,80 Zellen durch den Filter,
bei 2% FCS enthaltendem Medium waren es 11,67 ±2,67. Durch vierstu¨ndige
Inkubation mit 20% FCS enthaltendem Kulturmedium wurde die Migration
nur sehr unzuverla¨ssig gesteigert; es ergaben sich große Schwankungen. So
migrierten bei Verwendung von Medium mit 1% FCS und Zugabe von 20%
FCS im Schnitt 45,33 ±34,39 HUVEC durch den Filter.Erst bei Verwen-
dung von 2% FCS enthaltendem Kulturmedium induzierte die Inkubation
der Endothelzellen mit 20% FCS eine signifikante Steigerung der Zahl mi-
grierter Zellen auf 50,83 ±20,32 (p< 0,05). Durch Zugabe von a-FGF in
einer Konzentration von 10 ng/ml konnte keine signifikante Zunahme der
migrierten Endothelzellen bewirkt werden.
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Bei den nicht stimulierten Endothelzellen waren 43,4 ±11,32 Zellen pro Gesichtsfeld
migriert. Stimulation mit 10 ng/ml a-FGF bewirkte eine Migration von 86 ±13,5, Sti-
mulation mit 20% FCS eine Migration von 160,68 ±38,14 Zellen pro Gesichtsfeld. Es
ergab sich eine signifikante Steigerung der Endothelzellmigration um den Faktor 1,98
bei Stimulation mit a-FGF (p< 0,05) bzw. um den Faktor 3,70 bei Stimulation mit FCS
(p< 0,05). Die Anzahl der Versuche betrug n=3.
3.2.3 Dosisabha¨ngigkeit der durch a-FGF induzierten Endothelzell-
migration
Im Folgenden wurde untersucht, ob die promigratorische Wirkung von a-FGF dosi-
sabha¨ngig erfolgt. Dazu wurden Migrationsversuche durchgefu¨hrt, bei denen die HU-
VEC mit unterschiedlichen Konzentrationen von a-FGF u¨ber einen Bereich von 0,1
ng/ml bis 50 ng/ml stimuliert wurden. Es zeigte sich eine deutliche Dosisabha¨ngigkeit
der a-FGF-induzierten Endothelzellmigration mit einem Maximum bei 10 ng/ml a-FGF.
Gegenu¨ber der Kontrolle, wo je Gesichtsfeld im Schnitt 74,0 ±11,03 Zellen durch den
Filter gewandert waren, migrierten nach Stimulation mit 10 ng/ml a-FGF im Mittel
105,33 ±21,36 Zellen pro Gesichtsfeld. Dies entspricht einer signifikanten Steigerung der
Migration um den Faktor 1,42 (p< 0,05).
Die Anzahl der durchgefu¨hrten Versuche betrug n=3. Die Abbildung 3.3 stellt das be-
schriebene Ergebnis dar.
3.2.4 Hemmung der durch a-FGF induzierten Endothelzellmigration
durch PD 98059
Um zu untersuchen, ob die ERK-MAP Kinase an der Signaltransduktion bei der durch a-
FGF induzierten Migration der humanen umbilikalen Endothelzellen beteiligt ist, wurde
die Stimulation mit 10 ng/ml a-FGF wiederholt, diesmal jedoch mit zusa¨tzlicher Koinku-
bation mit dem spezifischen MEK-Inhibitor (MAP Kinase Kinase-Inhibitor) PD 98059
in einer Konzentration von 30 µM. Durch Stimulation mit 10 ng/ml a-FGF ergab sich
wiederum eine signifikante Steigerung der Endothelzellmigration im Vergleich zu nicht
stimulierten Zellen der Kontrolle. Bei den nicht stimulierten HUVEC waren 33,25 ±9,26
Zellen pro Gesichtsfeld durch den Filter migriert, bei den mit a-FGF stimulierten HU-
VEC betrug die Anzahl der pro Gesichtsfeld migrierten Zellen 76,75 ±19,51. Dies ent-
spricht einer signifikanten Zunahme um den Faktor 2,31 (p< 0,05). Durch Koinkubation
mit dem MEK-Inhibitor PD 98059 in einer Konzentration von 30 µM wurde die durch a-
FGF induzierte Endothelzellmigration auf im Mittel 14,63 ±4,21 Zellen pro Gesichtsfeld
reduziert. Damit ergibt sich eine signifikante Hemmung der Endothelzellmigration durch
PD 98059 um 100% im Vergleich zur Migration nach a-FGF-Stimulation (p< 0,01). Der
spezifische MEK-Inhibitor PD 98059 hat also in einer Konzentration von 30 µM die
migrationssteigernde Wirkung von a-FGF komplett aufgehoben. Eine zytotoxische Wir-
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Abbildung 3.3: Konzentrationsreihe a-FGF
Die Grafik zeigt die Dosisabha¨ngigkeit der durch Stimulation mit a-FGF
induzierten Endothelzellmigration. In einer Konzentration von 10 ng/ml be-
wirkt a-FGF eine maximale und gegenu¨ber der Kontrolle signifikante Stei-
gerung der Migration.
19
Zellen von der Membran der Migrationsfilter oder durch eine Anfa¨rbbarkeit der Endo-
thelzellen mit Trypan-Blau manifesiert ha¨tte, wurde nicht beobachtet.
Die Anzahl der durchgefu¨hrten Versuche betrug n=4. Die aufgefu¨hrten Daten sind in
der Abbildung 3.4 dargestellt.
3.2.5 Hemmung der durch 20% FCS induzierten Endothelzellmi-
gration durch PD 98059
In einem weiteren Migrationsversuch wurde der Einfluß des spezifischen MEK-Inhibitors
PD 98059 auf die durch 20% FCS induzierte Migration der HUVEC untersucht.
Dazu erfolgte eine Koinkubation mit 20% FCS und 30 µM PD 98059 fu¨r die Dauer
der Migration. Bei den unbehandelten Zellen waren im Mittel 26,4 ±5,62 Zellen pro
Gesichtsfeld migriert. Nach Stimulierung durch 20% FCS in der unteren Kammer wa-
ren dagegen 139,45 ±31,02 Zellen pro Gesichtsfeld durch den Filter der modifizierten
Boyden-Kammer gewandert. Dies entspricht einer signifikanten Steigerung um den Fak-
tor 5,28 (p< 0,01).
Nach der Koinkubation mit PD 98059 in einer Konzentration von 30 µM waren dagegen
nur noch 51,15 ±13,78 Zellen pro Gesichtsfeld migriert. Damit ergibt sich eine signi-
fikante Hemmung der FCS-induzierten Endothelzellmigration um 78,1% (p< 0,05). Es
ergaben sich keine Anhaltspunkte fu¨r eine zytotoxische Wirkung von PD 98059 in einer
Konzentration von 30 µM. Die Endothelzellen hatten sich wa¨hrend der Koinkubation
nicht vom Filter der modifizierten Boyden-Kammer abgelo¨st. Die Zellen waren nicht mit
Trypan-Blau anfa¨rbbar.
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*   = p < 0,05 vs Kontrolle
**  = p < 0,01 vs Kontrolle
++ = p < 0,01 vs a-FGF
Abbildung 3.4: PD 98059 hemmt die durch a-FGF induzierte Endothelzellmi-
gration
In dieser Abbildung ist zu erkennen, daß durch Koninkubation mit dem
spezifischen MEK-Inhibitor PD 98059 der promigratorische Effekt von a-
FGF komplett aufgehoben wird. Nach Koinkubation mit PD und a-FGF
migrieren weniger Zellen als vo¨llig unbehandelte Zellen in der Kontrolle. Die
Stimulation mit 20% FCS in der letzten Sa¨ule des Diagramms dient als Po-
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Abbildung 3.5: PD 98059 hemmt die durch 20% FCS induzierte Endothel-
zellmigration
Die Abbildung zeigt die signifikante Hemmung des promigratorischen Wir-
kung von 20% FCS durch den spezifischen ERK-MAP-Kinase-Inhibitor
PD 98059. Es sind jeweils die absoluten Zahlen der pro Gesichtsfeld durch
den Filter migrierten Zellen ersichtlich. Nach der deutlichen Steigerung
der Endothelzellmigration durch 20% FCS bewirkt eine Koinkubation mit
PD 98059 einen starken Ru¨ckgang der Migration um 78,1%.
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3.3 Einfluß von VEGF auf die Endothelzellmigration
3.3.1 Migration der Endothelzellen nach Stimulation mit VEGF
In einem weiteren Migrationsversuch wurde der Einfluß von VEGF auf die Migration
von humanen umbilikalen Endothelzellen untersucht. VEGF ist ein heparinbindender
Wachstumsfaktor, fu¨r den eine wichtige Rolle in der embryonalen Vaskulogenese und in
der Angiogenese gezeigt werden konnte [47].
Um nun den Einfluß von VEGF auf das Migrationsverhalten der Endothelzellen zu un-
tersuchen, wurden diese mit unterschiedlichen Konzentrationen von VEGF inkubiert.
Unbehandelte Zellen waren nur gering migriert; im Mittel wurden 14,86 ±6,68 Zellen
pro Gesichtsfeld geza¨hlt. Bei der Stimulation mit VEGF ergab sich hingegen eine deut-
liche Steigerung der Migration, die bei einer Konzentration von 1 ng/ml signifikant
wurde. Bei dieser VEGF-Konzentration migrierten im Schnitt 99,17 ±30,56 Zellen pro
Gesichtsfeld; dies entspricht einem Zuwachs um den Faktor 6,67 im Vergleich zur Kon-
trolle (p< 0,05). Das Maximum dieses promigratorischen Effekts von VEGF wurde bei
einer Konzentration von 10 ng/ml erreicht. Bei dieser Konzentration waren im Mittel
369,0 ±103,38 Zellen pro Gesichtsfeld durch den Filter gewandert. Damit wurde die
Endothelzellmigration um den Faktor 23,83 signifikant gesteigert (p< 0,01). Bei noch
ho¨herer Dosierung von VEGF ergaben sich immer noch signifikante Steigerungen der
Migration im Vergleich zum Kontrollwert. Allerdings konnten die Endothelzellen nicht
zu noch sta¨rkerer Migration angeregt werden. Bei 20 ng/ml VEGF waren im Mittel
141,5 ±88,0 Zellen durch den Filter gewandert, was einem Zuwachs um den Faktor 9,52
entspricht (p< 0,05). Fu¨r 50 ng/ml ergab sich ein Wert von 54,33 ±17,10 Zellen pro
Gesichtsfeld und damit ein Zuwachs der Migration um den Faktor 3,66 im Vergleich zur
Kontrolle (p< 0,05).
Die Anzahl der mit VEGF durchgefu¨hrten Stimulationen betrug n=4. In der Abbil-
dung 3.6 werden die oben aufgefu¨hrten Ergebnisse dargestellt.
3.3.2 PD 98059 hemmt die VEGF-induzierte Endothelzellmigration
Um zu untersuchen, ob die ERK1/2- MAP-Kinasen auch an der Signaltransduktion der
VEGF-vermittelten Endothelzellmigration beteiligt sind, wurde nun eine Koinkubation
von 10 ng/ml VEGF, also der Konzentration mit dem sta¨rksten promigratorischen Ef-
fekt, und verschiedenen Konzentrationen von PD 98059 durchgefu¨hrt. Wiederum ergab
sich eine signifikante Steigerung der Anzahl migrierter Zellen durch VEGF-Stimulation
in einer Konzentration von 10 ng/ml. Die Zellza¨hlung ergab im Mittel 474,33 ±104,21
Zellen pro Gesichtsfeld, im Vergleich zu 57,6 ±13,12 bei der Kontrolle (p< 0,01). Durch
Koinkubation mit dem spezifischen MEK-Inhibitor PD 98059 ergab sich eine deutliche
Hemmung dieses Effekts. Bei Koinkubation mit 1 µM PD 98059 waren noch 314,17
±71,75 Zellen pro Gesichtsfeld durch den Filter der modifizierten Boyden-Kammer ge-
wandert. Eine Konzentration von 10 µM PD 98059 dagegen reduzierte die Anzahl je
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*  = p < 0,05 vs Kontrolle
** = p < 0,01 vs Kontrolle
Abbildung 3.6: VEGF stimuliert die Endothelzellmigration
In dieser logarithmischen Darstellung ist die dosisabha¨ngige Steigerung der
Endothelzellmigration durch VEGF ersichtlich. Dargestellt ist die Zahl der je
Gesichtsfeld migrierten Zellen. Der Zuwachs an migrierten Zellen gegenu¨ber
der Kontrolle wird bei 1 ng/ml VEGF signifikant und erreicht sein Maximum
bei einer Konzentration von 10 ng/ml VEGF. Links in der Grafik ist der
Wert fu¨r die Stimulation mit 20 % FCS als Positivkontrolle dargestellt. Es
wird deutlich, daß 10 ng/ml VEGF die Endothelzellmigration noch sta¨rker
induziert als 20 % FCS. Damit erweist sich VEGF als starker Stimulus der
Endothelzellmigration.
24
Gesichtsfeld migrierter HUVEC auf 172,6 ±36,57. Dies entspricht einer signifikanten
Hemmung um 72,4% gegenu¨ber der VEGF-Stimulation (p< 0,05). Die maximale Hem-
mung wurde bei einer Konzentration von 30 µM PD 98059 erreicht: Hier waren nur noch
89,2 ±23,6 Zellen pro Gesichtsfeld durch den Filter der Boyden-Kammer gewandert. Da-
mit ergibt sich eine signifikante Hemmung um 92,4% gegenu¨ber alleiniger Inkubation
mit 10 ng/ml VEGF (p< 0,01). 30 µM PD 98059 waren also in der Lage, den starken
promigratorischen Effekt von VEGF nahezu vollsta¨ndig aufzuheben. Daraus ist zu fol-
gern, daß die ERK1/2-MAP-Kinasen an der Signaltransduktion der VEGF-induzierten
Endothelzellmigration beteiligt sind.
Wie bei den vorhergegangenen Koinkubationen von PD 98059 mit a-FGF bzw. 20% FCS
ergab sich kein Anhaltspunkt fu¨r eine zytotoxische Wirkung von PD 98059 in den gete-
steten Konzentrationen.
Die Anzahl der durchgefu¨hrten Versuche lag bei n=3. Die oben aufgelisteten Ergebnisse
werden in der Abbildung 3.7 gezeigt.
3.3.3 VEGF induziert eine transiente Aktivierung der ERK1/2-MAP
Kinasen
Die Migrationsversuche hatten eine deutliche promigratorische Wirkung von VEGF auf
humane umbilikale Endothelzellen gezeigt, die durch den spezifischen MEK-Inhibitor PD
98059 nahezu vollsta¨ndig aufgehoben wurde. Dies la¨ßt auf eine Beteiligung der ERK1/2-
MAP Kinasen bei der Signaltransduktion der VEGF-induzierten Endothelzellmigration
schließen.
Um nun die Rolle der ERK1/2-MAP Kinasen bei der VEGF-vermittelten Endothelzell-
migration na¨her zu untersuchen, wurden im Folgenden Western Blots durchgefu¨hrt. Es
erfolgte eine Inkubation der Endothelzellen mit 10 ng/ml VEGF, der Konzentration mit
der sta¨rksten promigratorischen Wirkung, u¨ber verschiedene Zeiten. Die Dauer der Sti-
mulation erstreckte sich von 10 min. bis zu 60 min. . Die aktivierten und phosphorylierten
ERK1/2-MAP Kinasen wurden mit phosphospezifischen Antiko¨rpern nachgewiesen.
Es zeigte sich eine signifikante und zeitabha¨ngige Aktivierung der ERK1/2-MAP Kina-
sen durch VEGF mit einem Gipfel nach kurzzeitiger Stimulation. Nach 10 min. Stimu-
lation mit 10 ng/ml VEGF war die Aktivita¨t der ERK1/2-MAP Kinasen um den Faktor
3,55 gegenu¨ber der Kontrolle gesteigert, nach 20 min. noch um den Faktor 2,32, und
nach 30 min. um den Faktor 1,63. Nach 45 min. VEGF-Stimulation entsprach die In-
duktion der ERK1/2-MAP Kinasen nur noch dem Faktor 1,18 gegenu¨ber der Kontrolle,
und nach 60 min. war das Niveau der Kontrolle wieder erreicht.
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Abbildung 3.7: PD 98059 hemmt die VEGF-induzierte Endothelzellmigration
Die Abbildung zeigt die starke Hemmung des promigratorischen Effekts von
VEGF durch den MEK-Inhibitor PD 98059. Auch hier ist VEGF wieder ein
noch sta¨rkerer Induktor der Endothelzellmigration als die Positivkontrolle
mit 20% FCS. Ein Vergleich der Sa¨ulen zeigt, daß 30 µM PD 98059 die
VEGF-vermittelte Migration fast vollsta¨ndig aufhebt und nahezu auf das
Niveau der Kontrolle reduziert. Daraus ist zu folgern, daß die ERK1/2-MAP
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Abbildung 3.8: Kinetik der MAPK-Aktivierung durch VEGF
3.3.4 PD 98059 hemmt die Aktivierung der ERK1/2-MAP Kinasen
durch VEGF
Im Folgenden wurden Western Blots nach 10minu¨tiger Koinkubation der Endothelzellen
mit 10 ng/ml VEGF und verschiedenen Konzentrationen von PD 98059 durchgefu¨hrt.
Wiederum wurden die aktivierten und phosphorylierten ERK1/2-MAP Kinasen durch
phosphospezifische Antiko¨rper nachgewiesen.
Bei der Koinkubation mit dem spezifischen MEK-Inhibitor PD 98059 zeigte sich eine
dosisabha¨ngige Hemmung der ERK1/2-Aktivierung durch Stimulation mit VEGF. 10
ng/ml VEGF steigerte die Aktivita¨t der ERK1/2-MAP Kinasen um den Faktor 3,56
gegenu¨ber der Kontrolle. Die Koinkubation mit 10 µM PD 98059 hemmte diesen Effekt
um 52,44%. Bei einer Koinkubation mit 30 µM PD 98059 wurde die Phosphorylierung
der ERK1/2-MAP Kinasen vollsta¨ndig aufgehoben; die Hemmung betrug 100%.
Das Ergebnis dieser Western Blots ist in der Abbildung 3.9 dargestellt. Die obere Abbil-
dung I zeigt eine deutliche Aktivierung der ERK1/2-MAP Kinasen durch Stimulation
mit 10 ng/ml VEGF. Bei der Koinkubation mit dem spezifischen MEK-Inhibitor PD
98059 ist die Hemmung der VEGF-induzierten Aktivierung der MAPK zu erkennen.
Man erkennt deutlich die Dosisabha¨ngigkeit dieses inhibitorischen Effekts. Bei der Ko-
inkubation der Endothelzellen mit VEGF und 30 µM PD 98059 erreicht die Aktivita¨t
der ERK1/2-MAP Kinasen das Niveau der Kontrolle. In der unteren Grafik II ist die
Gesamtmenge der ERK1/2-MAP Kinasen dargestellt, unabha¨ngig von ihrer Phospho-
rylierung und damit von ihrem Aktivita¨tsgrad. Es ist zu erkennen, daß die Expression
der MAP Kinasen in Endothelzellen weder durch die Stimulation mit 10 ng/ml noch
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Abbildung 3.9: PD 98059 hemmt die VEGF-induzierte Aktivierung der
ERK1/2-MAPK
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3.4 Einfluß von Leptin auf die Endothelzellmigration
3.4.1 Leptin stimuliert die Endothelzellmigration
In den folgenden Versuchen wurden der Einfluß von Leptin auf das Migrationsverhalten
der humanen umbilikalen Endothelzellen untersucht und wichtige Schritte der Signal-
transduktion na¨her charakterisiert.
Um den Einfluß von Leptin auf die Endothelzellmigration zu untersuchen, erfolgte zu-
na¨chst ein Migrationsversuch mit Stimulation der HUVEC durch verschiedene Leptin-
Konzentrationen. Dabei konnte ein dosisabha¨ngiger promigratorischer Effekt von Lep-
tin beobachtet werden. Bei den unbehandelten HUVEC waren im Mittel 162,17 ±16,45
Zellen pro Gesichtsfeld durch den Filter gewandert. Stimulation mit Leptin-Konzentra-
tionen im Bereich von 0,1 bis 10 ng/ml hatte keinen signifikanten Effekt auf die Migra-
tion: Nach Inkubation mit 0,1 ng/ml Leptin waren im Schnitt 132,80 ±17,29 Zellen pro
Gesichtsfeld migriert, nach Stimulation mit 1 ng/ml Leptin waren es 160,00 ±45,76 und
nach Stimulation mit 10 ng/ml Leptin 192,8 ±76,51. Ab einer Leptin-Konzentration
von 20 ng/ml konnte jedoch eine signifikante Steigerung der Endothelzellmigration be-
obachtet werden: Nach Inkubation mit dieser Dosis Leptin migrierten im Mittel 257,25
±55,86 Zellen pro Gesichtsfeld. Dies entspricht einem Zuwachs um den Faktor 1,59
(p< 0,05). Der maximale promigratorische Effekt wurde bei der ho¨chsten eingesetz-
ten Konzentration gesehen. Nach Stimulation mit 50 ng/ml Leptin migrierten 312,20
±47,99 Zellen pro Gesichtsfeld. Damit steigerte Leptin in dieser Dosierung die Endo-
thelzellmigration um den Faktor 1,93 gegenu¨ber der Kontrolle (p< 0,01). Noch ho¨here
Leptin-Konzentrationen wurden nicht untersucht, da diese die im menschlichen Ko¨rper
nachgewiesenen Werte u¨bertroffen ha¨tten [182].
Diese Ergebnisse sind in der Abbildung 3.10 grafisch dargestellt. Die Anzahl der durch-
gefu¨hrten Versuche betrug n=3.
3.4.2 PD 98059 hemmt die Leptin-induzierte Endothelzellmigration
Um nun zu untersuchen, ob die ERK1/2-MAP-Kinasen auch an der Signaltransduktion
bei der Leptin-induzierten Migration der humanen umbilikalen Endothelzellen beteiligt
sind, erfolgte analog zu den vorhergegangenen Versuchen mit VEGF eine Koinkubati-
on mit dem spezifischen MEK-Inhibitor PD 98059. Dazu wurden jeweils die Konzen-
trationen mit dem in den vorhergehenden Versuchen beobachteten maximalen Effekt
eingesetzt.
Die Stimulation durch Leptin erfolgte in einer Dosierung von 50 ng/ml; PD 98059 wurde
in einer Konzentration von 30 µM eingesetzt. Bei den unstimulierten Endothelzellen der
Kontrolle war nur eine geringe Migration von 31,69 ±6,39 Zellen pro Gesichtsfeld zu
beobachten. Stimulation mit 50 ng/ml Leptin fu¨r die Dauer der Migration bewirkte
einen signifikanten Anstieg der pro Gesichtsfeld durch den Filter gewanderten Zellen
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Abbildung 3.10: Leptin stimuliert die Endothelzellmigration
In dieser Abbildung ist die dosisabha¨ngige Steigerung der Endothelzellmi-
gration durch Leptin dargestellt. Eine signifikante Steigerung der Migration
wird bei einer Konzentration von 20 ng/ml Leptin induziert. Bei der maxi-
malen Steigerung werden nahezu die Werte der Positivkontrolle mit Stimu-
lation durch 20% FCS erreicht, die links in der Grafik dargestellt ist. Damit
ist Leptin einer starker Stimulus fu¨r die Endothelzellmigration.
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In einem weiteren Schritt erfolgte die Koinkubation von Leptin in der oben genannten
Konzentration mit 30 µM PD 98059 fu¨r die Dauer der Migration. Nach der Koinkuba-
tion migrierten nur noch 21,67 ±5,60 Zellen pro Gesichtsfeld. PD 98059 bewirkte damit
eine signifikante Hemmung der Leptin-vermittelten Endothelzellmigration (p< 0,05).
Der promigratorische Effekt von Leptin wurde durch 30 µM PD 98059 vollsta¨ndig auf-
gehoben, und es wanderten sogar noch weniger Zellen als in der Kontrolle durch den
Filter. Dies zeigt, daß die ERK1/2-MAPK auch bei der durch Leptin induzierten Endo-
thelzellmigration eine entscheidende Rolle spielen.
PD 98059 hatte in der angewandten Konzentration von 30 µM keinen zytotoxischen
Effekt auf die HUVEC. Es war keine Ablo¨sung der Zellen vom Filter der modifizier-
ten Boyden-Kammer zu beobachten, und die Zellen ließen sich nicht mit Trypan-Blau
anfa¨rben.
Die aufgefu¨hrten Daten sind in der Abbildung 3.11 dargestellt. Die Anzahl der durch-



























*  = p < 0,05 vs Kontrolle
** = p < 0,01 vs Kontrolle
+ = p < 0,05 vs Leptin
Abbildung 3.11: PD 98059 hemmt die durch Leptin induzierte Endothelzell-
migration
Die Abbildung zeigt die vollsta¨ndige Aufhebung des promigratorischen Ef-
fekts von Leptin durch den spezifischen MEK-Inhibitor PD 98059. Dadurch
wird gezeigt, daß die ERK1/2-MAP-Kinasen an der Signaltransduktion der
durch Leptin vermittelten Endothelzellmigration beteiligt sind. Eine Blocka-
de dieses Aktivierungsweges bewirkt die vo¨llige Aufhebung der promigrato-
rischen Wirkung von Leptin. In der rechten Sa¨ule des Diagramms ist als
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Abbildung 3.12: Leptin aktiviert die ERK1/2-MAPK
3.4.3 Leptin bewirkt eine transiente Aktivierung der ERK1/2-MAP
Kinasen
Die Aktivierung der ERK1/2-MAP Kinasen ist ein wichtiger Schritt bei der Migration
von vaskula¨ren und nicht-vaskula¨ren Zellen [31,33,195].
Nachdem der promigratorische Effekt von Leptin durch den pharmakologischen MEK-
Inhibitor PD 98059 in den vorausgegangenen Migrationsversuchen signifikant gehemmt
wurde, liegt eine Beteiligung der ERK1/2-MAP Kinasen an der Signaltransduktion der
Leptin-induzierten Endothelzellmigration nahe. Um dies na¨her zu untersuchen, wurden
Western Blots nach Stimulation der humanen umbilikalen Endothelzellen mit 50 ng/ml
Leptin durchgefu¨hrt. Die aktivierten und phosphorylierten MAP Kinasen wurden durch
phosphospezifische Antiko¨rper nachgewiesen.
Das Ergebnis ist in der Abbildung 3.12 dargestellt. Die Abbildung zeigt die transiente
Aktivierung der ERK1/2-MAP Kinasen durch Leptin. Der maximale Effekt wird nach
10 minu¨tiger Stimulation erreicht. Leptin bewirkte zu diesem Zeitpunkt eine 3,4 fa-
che Aktivierung der MAP Kinasen gegenu¨ber der Kontrolle. Die Aktivierung nach 20
Minuten entsprach noch dem Faktor 1,7. Nach 30 Minuten Stimulation erreichte das
Aktivita¨tsniveau der phosphorylierten MAP Kinasen wieder die Werte der Kontrolle.
In der unteren Grafik II wird die gesamte MAP Kinase dargestellt. Leptin hatte im
untersuchten Zeitraum keinen Einfluß auf die Expression der ERK1/2-MAP Kinasen in
Endothelzellen. Zusammenfassend wird hier ersichtlich, daß Leptin eine voru¨bergehende
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Abbildung 3.13: PD 98059 hemmt die Aktivierung der ERK1/2-MAPK durch
Leptin
3.4.4 PD 98059 hemmt die Leptin-induzierte Aktivierung der ERK1/2-
MAP Kinasen in Endothelzellen
In einem na¨chsten Schritt wurde analog zu den vorhergegangenen Migrationsversuchen
eine Koinkubation von 50 ng/ml Leptin mit dem pharmakologischen MEK-Inhibitor
PD 98059 durchgefu¨hrt. Die aktivierten ERK1/2-MAP Kinasen wurden durch phos-
phospezifische Antiko¨rper nachgewiesen.
Die Ergebnisse dieser Western Blots sind in der Abbildung 3.13 dargestellt. Wieder wird
die signifikante Aktivierung und Phosphorylierung der ERK1/2-MAP Kinasen durch
50 ng/ml Leptin ersichtlich. Durch Leptin-Stimulation wurde die Aktivita¨t der MAPK
um den Faktor 3,54 gegenu¨ber der Kontrolle gesteigert. Daru¨berhinaus zeigt sich eine
dosisabha¨ngige Hemmung der Leptin-induzierten Aktivierung der MAPK durch den
spezifischen MEK-Inhibitor PD 98059. 10 µM PD 98059 hemmten die Leptin-induzierte
Phosphorylierung der ERK1/2 MAPK um 77,2%. Der maximale inhibitorische Effekt
wurde bei einer Konzentration von 30 µM PD erreicht; das Aktivita¨tsniveau der MAPK
lag bei den Werten der Kontrolle, die Leptin-induzierte Aktivierung der MAPK war
damit vollsta¨ndig aufgehoben. In der Grafik II zeigt sich, daß auch bei der Koinkubation
von Leptin und PD 98059 die Gesamtmenge der ERK1/2-MAP Kinasen unvera¨ndert
bleibt.
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3.4.5 Thiazolidinedione hemmen die Leptin-induzierte Endothel-
zellmigration
Thiazolidinedione wie Ciglitazone und Troglitazone sind insulinsensitivierende Antidia-
betika, die eine Inhibition der Migration glatter Gefa¨ßmuskelzellen und Monozyten u¨ber
die Aktivierung des nuklea¨ren Rezeptors Peroxisome Proliferator-Activated Receptorγ
(PPARγ) bewirken [131, 68, 105]. In den folgenden Versuchen wurde daher untersucht,
ob Thiazolidinedione auch einen Einfluß auf die Leptin-induzierte Endothelzellmigration
haben. Dazu wurde ein Migrationsversuch durchgefu¨hrt, bei dem eine Koinkubation von
50 ng/ml Leptin mit den PPARγ-Liganden Ciglitazone und Troglitazone fu¨r die Dauer
der Migration erfolgte.
Bei Stimulation mit 50 ng/ml Leptin fu¨r eine Dauer von fu¨nf Stunden waren im Mit-
tel 110,0 ±83,40 Zellen pro Gesichtsfeld durch den Filter der modifizierten Boyden-
Kammer gewandert, im Vergleich zu 49,13 ±9,78 Zellen in der Kontrolle (p< 0,01). Nach
fu¨nfstu¨ndiger Koinkubation von Leptin mit 10 µM Ciglitazone migrierten noch 63,88
±22,45 Zellen pro Gesichtsfeld. Dies entspricht einer Hemmung der Leptin-induzierten
Migration um 75,82 %. Die Behandlung mit 20 µM Ciglitazone hatte einen noch deutli-
cheren inhibitorischen Effekt; die promigratorische Wirkung von Leptin wurde vollsta¨n-
dig aufgehoben. Es waren im Mittel 41,25 ±7,72 Zellen migriert (p< 0,05). Nach der
Koinkubation von Leptin und 10 µMTroglitazone migrierten noch 58,30 ±11,34 Zellen je
Gesichtsfeld. Damit bewirkte Troglitazone in einer Konzentration von 10 µM eine signi-
fikante Hemmung der Leptin-induzierten Migration humaner umbilikaler Endothelzellen
um 84,97% (p< 0,05). In einer Konzentration von 20µM hatte Troglitazone schließlich
die sta¨rkste hier beobachtete inhibitorische Wirkung. Es migrierten nur noch 33,0 ±5,51
Endothelzellen pro Gesichtsfeld (p< 0,01). Damit migrierten weniger Zellen als in der
Kontrolle, und die Leptin-induzierte Endothelzellmigration wurde komplett aufgehoben.
Zusammenfassend erwiesen sich die Thiazolidinedione Ciglitazone und Troglitazone als
potente Inhibitoren der durch Leptin induzierten Endothelzellmigration. Es wurde kein
zytotoxischer Effekt der Thiazolidinedione auf die HUVEC festgestellt, der sich etwa
durch die Ablo¨sung der an den Filter der modifizierten Boyden-Kammer adha¨rierenden
Endothelzellen oder durch Anfa¨rbbarkeit der Zellen mit Trypan-Blau manifestiert ha¨tte.
Die Anzahl der durchgefu¨hrten Versuche betrug n=5. Die Abbildung 3.14 zeigt die
angefu¨hrten Ergebnisse.
3.4.6 Thiazolidinedione haben keinen Einfluß auf die Leptin-stimulierte
Aktivierung der ERK1/2-MAP Kinasen
Um zu untersuchen, ob diese migrationshemmende Wirkung der Thiazolidinedione auf
einer Hemmung der Leptin-induzierten Phosphorylierung der ERK1/2-MAP Kinasen
beruht, wurden in einem na¨chsten Schritt Western Blots nach Koinkubation der huma-
nen umbilikalen Endothelzellen mit 50 ng/ml Leptin und Troglitazone bzw. Ciglitazone
in den schon im Migrationsversuch verwendeten Konzentrationen durchgefu¨hrt. Die ak-
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++ = p < 0,01 vs Kontrolle
*   = p < 0,05 vs Leptin
** = p < 0,01 vs Leptin
Abbildung 3.14: Thiazolidinedione hemmen die durch Leptin induzierte Endo-
thelzellmigration
In der Abbildung ist die dosisabha¨ngige Inhibition des promigratorischen
Effekts von Leptin durch Thiazolidinedione dargestellt. Ciglitazone bewirkt
in einer Konzentration von 20 µM eine signifikante Hemmung der Leptin-
vermittelten Endothelzellmigration. Der inhibitorische Effekt von Troglita-
zone ist bei jeweils entsprechenden Konzentrationen noch sta¨rker als der
von Ciglitazone. Die sta¨rkste beobachtete Hemmung der Leptin-induzierten
Endothelzellmigration wurde durch 20 µM Troglitazone bewirkt.
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Abbildung 3.15: Thiazolidinedione hemmen nicht die Aktivierung der ERK1/2-
MAPK durch Leptin
Die Abbildung zeigt die Aktivierung der ERK1/2-MAP Kinasen nach
10minu¨tiger Stimulation der humanen umbilikalen Endothelzellen mit
50 ng/ml Leptin. Wie in Abbildung I gezeigt, inhibiert weder Troglitazone
noch Ciglitazone in den getesteten Konzentrationen die Phosphorylierung
und Aktivierung der MAP-Kinasen durch Leptin. Die Abbildung II zeigt
die gemessenen Werte fu¨r die gesamten ERK1/2-MAP Kinasen. Sie werden
weder durch Stimulation mit Leptin noch durch die Koinkubation mit den
migrationshemmenden Thiazolidinedionen beeinflußt.
Das Ergebnis dieser Western Blots zeigt die Abbildung 3.15. Weder Troglitazone noch
Ciglitazone inhibiert die Aktivierung der ERK1/2-MAP Kinasen durch Leptin. Dem-
nach muß die antimigratorische Wirkung von Troglitazone und Ciglitazone distal der
ERK1/2-MAP Kinasen oder u¨ber einen anderen Weg der Signaltransduktion als den
der ERK1/2-MAP Kinasen erfolgen.
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3.4.7 Wortmannin hemmt die Leptin-induzierte Endothelzellmigra-
tion
Die Proteinkinase Akt ist ein Substrat der Phosphatidylinositolkinase 3 (PI3K) und
spielt eine wichtige Rolle in der VEGF-vermittelten Endothelzellmigration [138]. Es
konnte auch eine Beteiligung von Akt an der Signaltransduktion der Leptin-induzierten
Migration nicht-vaskula¨rer Zellen nachgewiesen werden [6]. U¨ber die Rolle von Akt bei
der Leptin-induzierten Endothelzellmigration liegen dagegen noch keine Erkenntnisse
vor.
Daher wurde in einem weiteren Versuchsansatz untersucht, ob die Proteinkinase Akt
an der Signalkaskade der Leptin-vermittelten Migration humaner umbilikaler Endothel-
zellen beteiligt ist. Dazu erfolgte ein Migrationsversuch mit einer Koinkubation von
50 ng/ml Leptin und dem PI3K/Akt-Inhibitor Wortmannin fu¨r die Dauer der Migrati-
on.
Durch Stimulation mit Leptin erfolgte ein signifikante Steigerung der Endothelzellmi-
gration gegenu¨ber der Kontrolle: gegenu¨ber 62,92 ±11,36 Zellen pro Gesichtsfeld in der
Kontrolle migrierten nach Leptin-Stimulation im Mittel 107,93 ±9,39 Zellen je Gesichts-
feld. Dies entspricht einer signifikanten Steigerung um den Faktor 1,72 (p< 0.01).
Nach Koinkubation mit 50 nM Wortmannin migrierten noch 64,92 ±4,52 Zellen pro Ge-
sichtsfeld. Dies entspricht einer Hemmung der Leptin-induzierten Migration um 95,56%
(p< 0,01). Die Koinkubation mit 100 nMWortmannin hob den promigratorischen Effekt
von Leptin vollsta¨ndig auf. Hier wanderten nur noch 44,83 ±7,12 Zellen pro Gesichtsfeld
durch den Filter der modifizierten Boyden-Kammer (p< 0,01).
Die Koinkubation mit dem PIK3/Akt-Inhibitor Wortmannin bewirkte damit eine signi-
fikante Hemmung der promigratorischen Wirkung von Leptin. Eine zytotoxische Wir-
kung von Wortmannin auf die HUVEC wurde in den eingesetzten Konzentrationen nicht
beobachtet.
Die Anzahl der durchgefu¨hrten Versuche betrug n=5. Die Abbildung 3.16 zeigt die
aufgefu¨hrten Daten.
3.4.8 Leptin aktiviert die Proteinkinase Akt in Endothelzellen
Um die Kinetik der PI3K/Akt-Aktivierung bei der Signaltransduktion der Leptin-in-
duzierten Migration von Endothelzellen zu untersuchen, wurde eine Stimulation mit
50 ng/ml Leptin u¨ber verschiedene Zeiten durchgefu¨hrt. Anschließend wurde die Ak-
tivita¨t der Proteinkinase Akt mit Hilfe phosphospezifischer Antiko¨rper gegen die akti-
vierte Akt gemessen und im Western Blot dargestellt.
Das Ergebnis dieser Western Blots ist in der Abbildung 3.17 dargestellt. Die Abbildung
zeigt die transiente Aktivierung der Proteinkinase Akt durch Leptin. Das Maximum der



























**  = p < 0,01 vs Kontrolle
++ = p < 0,01 vs Leptin
Abbildung 3.16: Wortmannin hemmt die durch Leptin induzierte Endothel-
zellmigration
In dieser Abbildung ist die dosisabha¨ngige und signifikante Hemmung der
Leptin-vermittelten Endothelzellmigration durch den PI3K/Akt-Inhibitor
Wortmannin dargestellt. Leptin steigert die Migration humaner umbilikaler
Endothelzellen um den Faktor 1,72 gegenu¨ber der Kontrolle. Dieser promi-
gratorische Effekt wird durch Koinkubation mit 50 nM Wortmannin nahezu
und durch 100 nM Wortmannin vollsta¨ndig aufgehoben.
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Abbildung 3.17: Aktivierung der Akt durch Leptin
Zeitpunkt war die Aktivita¨t von Akt gegenu¨ber der Kontrolle um den Faktor 3,2 ge-
steigert. Nach 60 min. wurden wieder die Werte der Kontrolle erreicht. In der unteren
Grafik II ist die Gesamt-Akt dargestellt. Wie schon bei den ERK1/2-MAP Kinasen hat
die Stimulation mit 50 ng/ml Leptin auch auf die Expression der Proteinkinase Akt im
untersuchten Zeitraum keinen Einfluß.
3.4.9 Wortmannin hemmt die Aktivierung der Proteinkinase Akt
durch Leptin
In einem na¨chsten Schritt wurde untersucht, ob die Hemmung der promigratorischen
Wirkung von Leptin auf humane umbilikale Endothelzellen durch den Inhibitor des
PI3K/Akt-Pathways Wortmannin auf eine Hemmung der Leptin-vermittelten Aktivie-
rung der Proteinkinase Akt zuru¨ckzufu¨hren ist. Dazu erfolgte eine Koinkubation der
Endothelzellen mit 50 ng/ml Leptin und Wortmannin in den beiden im Migrationsver-
such angewendeten Konzentrationen, 50 nM und 100 nM, u¨ber einen Zeitraum von 30
Minuten.
Die Aktivita¨t der Proteinkinase Akt wurde mit phosphospezifischen Antiko¨rpern gegen
die aktivierte Akt gemessen und im Western Blot dargestellt.
Es zeigte sich, daß Wortmannin die Aktivierung und Phosphorylierung von Akt durch
Leptin dosisabha¨ngig und signifikant hemmt.
Die Abbildung 3.18 stellt das Ergebnis dieser Western Blots dar.
3.4.10 Thiazolidinedione hemmen die Aktivierung der Proteinkina-
se Akt durch Leptin
In den vorhergehenden Versuchen konnte gezeigt werden, daß die Thiazolidinedione und
Liganden fu¨r den nuklea¨ren Rezeptor PPARγ Troglitazone und Ciglitazone die Leptin-
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Abbildung 3.18: Wortmannin hemmt die Aktivierung der Akt durch Leptin
In der Abbildung ist die dosisabha¨ngige Hemmung der Leptin-induzierten
Aktivierung und Phosphorylierung der Proteinkinase Akt durch Wortman-
nin dargestellt. Stimulation der Endothelzellen mit 50 ng/ml Leptin bewirkte
eine transiente Aktivierung von Akt um den Faktor 3,37 gegenu¨ber der Kon-
trolle, wie in der zweiten Bande der Grafik I ersichtlich. Die Koinkubation
mit 50 nM Wortmannin bewirkte eine deutliche Hemmung dieses Effekts
von Leptin um 71,1% . Die Koinkubation mit 100 nM Wortmannin hob
die Leptin-induzierte Aktivierung und Phosphorylierung der Akt dagegen
vollsta¨ndig auf. In der Grafik II sind die gemessenen Werte fu¨r die Gesamt-
Akt dargestellt. Weder die Stimulation mit Leptin noch die Behandlung mit
Wortmannin hatte einen Einfluß auf die Expression der Proteinkinase Akt
in humanen umbilikalen Endothelzellen.
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induzierte Endothelzellmigration signifikant hemmen (siehe 3.4.5). Die Western Blots
hatten allerdings ergeben, daß diese Inhibition der promigratorischen Wirkung von Lep-
tin nicht auf eine Hemmung der ERK1/2-MAP Kinasen zuru¨ckzufu¨hren ist, da diese
durch Behandlung mit den Thiazolidinedionen nicht beeinflußt wurden (siehe 3.4.6).
Nachdem nun weiterhin gezeigt wurde, daß auch die Proteinkinase Akt an der Signal-
transduktion bei der Leptin-vermittelten Endothelzellmigration beteiligt ist, wurde im
Folgenden der Einfluß der Thiazolidinedione auf die Akt untersucht.
Dazu erfolgte eine Koinkubation mit 50 ng/ml Leptin und mit Troglitazone bzw. Cig-
litazone in den beiden auch im Migrationsversuch verwendeten Konzentrationen. Die
Aktivierung und Phosphorylierung der Proteinkinase Akt wurde durch phosphospezi-
fische Antiko¨rper gegen die aktivierte Akt nachgewiesen. Sowohl Troglitazone in den
Konzentrationen 10 µM und 20 µM als auch 10 µM Ciglitazone hoben die Aktivie-
rung der Akt durch Leptin nahezu vollsta¨ndig auf; 20 µM Ciglitazone bewirkte eine
vollsta¨ndige Hemmung der Akt. Dieses Ergebnis weist darauf hin, daß die antimigrato-
rische Wirkung der Thiazolidinedione auf humane umbilikale Endothelzellen durch den
PI3K/Akt-Pathway vermittelt wird.
Das Ergebnis dieser Western Blots zeigt die Abbildung 3.19.
3.4.11 PD 98059 hat keinen Einfluß auf die Aktivierung von Akt
durch Leptin
Die Proteinkinase Akt beeinflußt die Zellmotilita¨t u¨ber die Bestandteile des Zytoske-
letts Aktin und Myosin [134, 138]. Die vorhergehenden Versuche hatten gezeigt, daß
die Thiazolidinedione Troglitazone und Ciglitazone die promigratorische Wirkung von
Leptin auf humane umbilikale Endothelzellen u¨ber den PI3K/Akt-Pathway signifikant
hemmen, daß sie aber keinen Einfluß auf die Aktivita¨t der ERK1/2-MAP Kinasen ha-
ben. Dies la¨ßt zwei Schlußfolgerungen zu, na¨mlich daß die Aktivierung der PI3K bzw.
die Aktivierung von Akt downstream der ERK1/2-MAP Kinasen erfolgt, oder aber daß
es sich hier um zwei unabha¨ngige Pathways der Signaltransduktion handelt, die beide
eine wichtige Rolle fu¨r die Endothelzellmigration spielen.
Um nun das Zusammenspiel dieser beiden fu¨r die Endothelzellmigration essentiellen Pro-
teinkinasen na¨her zu untersuchen, wurde im Folgenden eine Koinkubation mit 50 ng/ml
Leptin und mit dem spezifischen MEK-Inhibitor PD 98059 durchgefu¨hrt. Im Western
Blot wurde die Aktivierung und Phosphorylierung der Proteinkinase Akt durch phos-
phospezifische Antiko¨rper gegen die aktivierte Akt nachgewiesen. Dort zeigte sich, daß
der MEK-Inhibitor PD 98059 keinen Einfluß auf die Aktivierung und Phosphorylierung
der Akt hat.
Bei einer Lokalisation der Akt downstream der ERK1/2-MAP Kinasen ha¨tte PD 98059
die Aktivierung und Phosphorylierung der Akt hemmen mu¨ssen. Dies bedeutet, daß die
ERK1/2-MAP Kinasen der Proteinkinase Akt nicht in einer Signalkaskade vorgeschaltet
sind. Damit ist zu folgern, daß es sich bei den Proteinkinasen Akt und ERK1/2-MAP
Kinasen um zwei verschiedene Wege der Signaltransduktion handelt, fu¨r die in den vor-
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Abbildung 3.19: Thiazolidinedione hemmen die Aktivierung der Akt durch
Leptin
Die Abbildung zeigt die Hemmung der Proteinkinase Akt durch die Thia-
zolidinedione Troglitazone und Ciglitazone. Stimulierung der Endothelzel-
len mit 50 ng/ml Leptin bewirkt eine signifikante Aktivierung von Akt um
den Faktor 3,4 gegenu¨ber der Kontrolle. Die Koinkubation mit Troglitazone
in den Konzentrationen 10 µM und 20 µM hemmt diese Leptin-induzierte
Phosphorylierung der Akt nahezu vollsta¨ndig, na¨mlich um 95,4% bzw. 97%
. Bei Koinkubation mit 10 µM Ciglitazone betra¨gt die Hemmung der Leptin-
induzierten Aktivierung der Akt 82,6%, bei Vorbehandlung der HUVEC mit
20 µM Ciglitazone wird sie vollsta¨ndig aufgehoben. Die Grafik II zeigt, daß
die Expression der Proteinkinase Akt im untersuchten Zeitraum weder durch
Leptin noch durch die PPARγ-Liganden Troglitazone und Ciglitazone beein-
flußt wird.
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Abbildung 3.20: PD 98059 hemmt nicht die Aktivierung der Akt durch Leptin
In der Abbildung ist die Aktivierung und Phosphorylierung der Proteinkina-
se Akt durch Leptin dargestellt. Es ist eine deutliche Aktivita¨tssteigerung
der Akt gegenu¨ber der Kontrolle zu beobachten. Die Koinkubation mit dem
spezifischen MEK-Inhibitor PD 98059 in einer Konzentration von 30 µM
bewirkt keine Aktivita¨tsminderung der Akt.
angegangenen Versuchen eine essentielle Rolle bei der Leptin-induzierten Endothelzell-
migration gezeigt werden konnte. Die Abbildung 3.20 zeigt das Ergebnis dieser Western
Blots.
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3.5 Inhibitoren der Endothelzellmigration
3.5.1 TNFα hat keine promigratorische Wirkung auf Endothelzellen
TNFα ist ein pleiotropes Zytokin, fu¨r das eine Schlu¨sselrolle in verschiedenen Entzu¨n-
dungsprozessen nachgewiesen werden konnte [163]. So besitzt TNFα beispielsweise eine
chemotaktische Wirkung auf Neutrophile [58] und auf Fibroblasten [156]. Daru¨berhinaus
stimuliert TNFα die Migration von vaskula¨ren glatten Muskelzellen u¨ber eine Aktivie-
rung der ERK1/2-MAP Kinasen [69].
Um die Wirkung von TNFα auf die Migration von Endothelzellen zu untersuchen, wurde
ein Migrationsversuch mit der modifizierten Boyden-Kammer und mit einer Stimulation
durch TNFα durchgefu¨hrt. Bei den unbehandelten Zellen der Kontrolle waren im Mittel
40,63 ±10,18 Zellen pro Gesichtsfeld durch den Filter der modifizierten Boyden-Kammer
migriert. Die Positivkontrolle mit Stimulation durch 20% FCS ergab eine signifikante
Steigerung der Anzahl migrierter Zellen. Dort waren im Schnitt 309,13 ±85,09 Zellen pro
Gesichtsfeld migriert. Die Inkubation mit TNFα in einer Konzentration von 500 U/ml
u¨ber die Dauer der Migration ergab keine signifikante Steigerung der Endothelzellmi-
gration; im Mittel wanderten pro Gesichtsfeld 57,38 ±10,14 Zellen durch den Filter.
Allerdings bewirkte die Koinkubation der humanen umbilikalen Endothelzellen mit 500
U/ml TNFα und mit 30 µM PD 98059, einem spezifischen Inhibitor der ERK1/2-MAP
Kinasen, eine signifikante Hemmung der Migration auf im Schnitt 29,88 ±10,04 Zellen
pro Gesichtsfeld. Dies entspricht einer Hemmung der Endothelzellmigration unter die
Werte der Kontrolle (p< 0,05).
Die Anzahl der durchgefu¨hrten Versuche betra¨gt n=4. Die oben ausgefu¨hrten Ergebnisse
sind in der Abbildung 3.21 dargestellt.
3.5.2 24h-Stimulation mit TNFα hemmt die VEGF-induzierte Endo-
thelzellmigration
Nachdem die kurzfristige Inkubation der Endothelzellen mit TNFα die Endothelzell-
migration nicht stimuliert hatte, wurden in einem na¨chsten Schritt Langzeiteffekte von
TNFα auf das Migrationsverhalten von humanen umbilikalen Endothelzellen untersucht.
Dazu wurden die Endothelzellen fu¨r 24 Stunden mit 500 U/ml TNFα inkubiert. Fu¨r die-
se Zeit der Inkubation blieben die sonstigen Kulturbedingungen unvera¨ndert, und die
erforderlichen Mengen an TNFα wurden lediglich zum normalen Medium hinzugefu¨gt.
Im Anschluß wurden die Zellen gewaschen und schließlich in Migrationsversuchen ver-
wendet. Es erfolgte dann die kurzfristige Stimulation der HUVEC mit TNFα, mit VEGF
und mit TNFα und VEGF zusammen. Bei den unbehandelten Zellen waren in der Kon-
trolle im Mittel 20,33 ±4,99 Zellen pro Gesichtsfeld migriert, bei den u¨ber 24h mit
TNFα inkubierten waren es 25,5 ±11,35. Stimulation mit 20% FCS bewirkte sowohl bei
den unbehandelten als auch bei den u¨ber 24h mit TNFα behandelten HUVEC einen
























** = p < 0,01 vs Kontrolle
+ = p < 0,05 vs TNFα
Abbildung 3.21: TNFα stimuliert nicht die Endothelzellmigration
Die Abbildung veranschaulicht das Ergebnis der Migrationsversuche mit
TNFα-Stimulation. Durch die Behandlung der Endothelzellen mit 500 U/ml
TNFα wird keine signifikante Steigerung der Migration bewirkt. Im Gegen-
satz dazu steht die signifikante Steigerung der Endothelzellmigration durch
20% FCS, die hier in der zweiten Sa¨ule als Positivkontrolle dargestellt ist. Der
spezifische MEK-Inhibitor PD 98059 bewirkt eine signifikante Hemmung der
Endothelzellmigration. Dies spricht fu¨r eine Beteiligung der ERK1/2-MAP
Kinasen an der Transduktion des promigratorischen Impulses.
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bzw. auf 164,80 ±35,51 (p< 0,01). Die Stimulation mit 500 U/ml TNFα u¨ber die Dauer
der Migration bewirkte - wie auch schon im vorhergehenden Versuch - keinen signifikan-
ten Anstieg der Endothelzellmigration, und zwar unabha¨ngig von einer vorangehenden
TNFα-Stimulation u¨ber 24h. Bei den unbehandelten Zellen migrierten im Schnitt 22,83
±3,55, bei den u¨ber 24 h mit TNFα inkubierten HUVEC migrierten im Mittel 19,00
±5,11 Zellen pro Gesichtsfeld.
Die Koinkubation mit 10 ng/ml VEGF hatte dagegen unterschiedliche Effekte. Bei den
unbehandelten HUVEC ergab sich eine signifikante Steigerung der Migration auf im
Mittel 293,50 ±69,35 Zellen pro Gesichtsfeld. Dies entspricht einer Steigerung um den
Faktor 14,44 gegenu¨ber der Kontrolle (p< 0,01). Die u¨ber 24 h mit TNFα inkubierten
HUVEC zeigten jedoch nur eine sehr schwache migratorische Reaktion auf die Stimu-
lation mit 10 ng/ml VEGF. Hier wanderten nur 64,17 ±19,89 Zellen pro Gesichtsfeld
durch den Filter. Damit wurde die Migration gegenu¨ber der entsprechenden Kontrolle
lediglich um den Faktor 2,52 und damit signifikant geringer als bei den unbehandelten
HUVEC gesteigert.
Ein a¨hnliches Bild ergab sich auch bei der kurzzeitigen Stimulation der HUVEC sowohl
mit 500 U/ml TNFα als auch mit 10 ng/ml VEGF. Die nicht mit TNFα vorbehandelten
Zellen wurden zu einer starken Migration angeregt. Dort wanderten im Schnitt 234,83
±73,43 Zellen pro Gesichtsfeld durch den Filter der modifizierten Boyden-Kammer. Dies
entspricht einer signifikanten Zunahme der Migration um den Faktor 11,55 im Vergleich
zur Kontrolle (p< 0,05). Bei den mit TNFα vorbehandelten HUVEC hatte die Ko-
stimulation mit TNFα und VEGF hingegen kaum eine promigratorische Wirkung. Es
migrierten im Schnitt 30,50 ±15,24 Zellen pro Gesichtsfeld. Dies entspricht einer Stei-
gerung der Migration um den Faktor 1,2 gegenu¨ber der Kontrolle. Auch hier war die
Zunahme der Zahl migrierter HUVEC signifikant geringer als beim gleichen Versuchs-
ansatz mit unbehandelten HUVEC.
Die Anzahl der durchgefu¨hrten Versuche lag bei n=3. Die Abbildung 3.22 stellt diese
Ergebnisse grafisch dar.
3.5.3 24h-Stimulation mit CD40L hemmt die VEGF-induzierte Endo-
thelzellmigration
CD40, ein Glykoprotein der Gro¨ße von 50 kDa, ist ein Rezeptor aus der Familie der
TNFα-Rezeptoren. Die Expression von CD40 auf humanen T-Zellen ist bekannt. Auch
auf humanen Endothelzellen in Entzu¨ndungsgebieten und in der Kultur konnte die Ex-
pression von CD40 nachgewiesen werden [89]. Dort dient es als Rezeptor fu¨r CD40L,
das u¨ber eine Bindung an diesen Rezeptor die Expression von Adha¨sionsmoleku¨len wie
E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 auf Endothelzellen steigert. Außerdem werden Me-
talloproteinasen vermehrt sezerniert [122]. Der entsprechende Ligand, CD40L (CD154),
wird hauptsa¨chlich von aktivierten CD4-positiven Lymphozyten exprimiert.
In den folgenden Migrationsversuchen sollte untersucht werden, welchen Einfluß CD40L



































**  = p < 0,01 vs Kontrolle 
*   = p < 0,05 vs Kontrolle
˚˚  = p < 0,01 vs Kontrolle (24h-TNF α)
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Abbildung 3.22: TNFα hemmt die VEGF-induzierte Endothelzellmigration
Die Abbildung zeigt den hemmenden Effekt einer 24h-Stimulation mit TNFα
auf die VEGF-vermittelte Endothelzellmigration. Es sind jeweils die pro
Gesichtsfeld migrierten Zellzahlen gegenu¨bergestellt. Die schwarz gefa¨rb-
ten Sa¨ulen zeigen das Migrationsverhalten unbehandelter HUVEC, die grau
gefa¨rbten das von 24h mit TNFα inkubierten HUVEC an. Es ist deutlich zu
erkennen, daß die Vorbehandlung mit TNFα die promigratorische Wirkung
von VEGF nahezu aufhebt (p< 0,01).
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Versuchen mit TNFα eine Inkubation der HUVEC mit CD40L-positiven Zellen, die
entsprechend dem im Methodenteil beschriebenen Verfahren fixiert worden waren und
in einer gleichbleibenden Konzentration dem ansonsten unvera¨nderten Kulturmedium
fu¨r die Endothelzellen beigegeben wurden. Die Stimulation wurde u¨ber einen Zeitraum
von 24h durchgefu¨hrt.
Als Kontrolle wurden einerseits vo¨llig unbehandelte HUVEC eingesetzt. Außerdem wur-
den nicht transfizierte Wildtyp(WT)-Myeloma-Zellen zur Stimulation der HUVEC u¨ber
24h verwendet, die den CD40L nicht exprimierten, und schließlich noch transfizierte,
also CD40L-positive Zellen, bei denen aber der CD40L durch vorherige Bindung von
TRAP-1, einem spezifischen Antiko¨rper, blockiert war.
Das Migrationsverhalten dieser vier unterschiedlich vorbehandelten Gruppen von hu-
manen umbilikalen Endothelzellen wurde verglichen.
Im ersten untersuchten Ansatz, der Kontrolle, also ohne weitere Stimulation der HUVEC
wa¨hrend der Dauer der Migration, unterschied sich das Verhalten der vier Gruppen von
HUVEC nicht signifikant.
Nach der Stimulation mit 20% FCS migrierten bei den unbehandelten Zellen im Mittel
347,33 ±83,39 Zellen pro Gesichtsfeld. Gegenu¨ber 56,17 ±17,20 migrierten Zellen in der
Kontrolle entspricht dies einem signifikanten Zuwachs um den Faktor 6,18 (p< 0,01).
Auch bei den mit CD40L und mit WT-Myeloma-Zellen u¨ber 24 h inkubierten HUVEC
ergab sich durch Stimulation mit 20% FCS eine Steigerung der Migration um den Faktor
5,94 bzw. 4,93. Die Steigerung erfolgte damit allerdings auf deutlich geringerem Niveau
als bei unbehandelten HUVEC. Die Migration der mit CD40L + TRAP-1 vorbehandel-
ten HUVEC wurde durch Stimulation mit 20% FCS um den Faktor 5,97 gesteigert.
Die deutlichsten Unterschiede ergaben sich jedoch bei der Stimulation mit 10 ng/ml
VEGF fu¨r die Dauer der Migration. Bei den unbehandelten HUVEC migrierten im
Schnitt 424,5 ±131,11 Zellen pro Gesichtsfeld. Dies entspricht einer signifikanten Stei-
gerung um den Faktor 7,56 gegenu¨ber der Kontrolle (p< 0,05). Der promigratorische
Effekt von VEGF kam hingegen bei den u¨ber 24 h mit CD40L stimulierten HUVEC
kaum zum Tragen. Dort wanderten im Mittel nur 105,0 ±46,36 Zellen pro Gesichtsfeld
durch den Filter der modifizierten Boyden-Kammer. Damit wurde die Migration hier
lediglich um den Faktor 2,68 und damit nicht signifikant gesteigert. Die mit WT-Zellen
inkubierten HUVEC zeigten ein sehr a¨hnliches Verhalten wie die mit CD40L + TRAP-
1-Antiko¨rpern vorbehandelten Endothelzellen. Hier migrierten im Mittel 256,17 ±90,60
bzw. 230,83 ±100,11 Zellen pro Gesichtsfeld. Es ergab sich eine signifikant sta¨rkere
VEGF-induzierte Endothelzellmigration im Vergleich zu den mit CD40L vorbehandel-
ten HUVEC. Die Anzahl der durchgefu¨hrten Versuche betra¨gt n=3. Die angefu¨hrten
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Abbildung 3.23: CD40L hemmt die VEGF-induzierte Endothelzellmigration
In der Abbildung ist der inhibitorische Effekt von CD40L auf die VEGF-
vermittelte Endothelzellmigration dargestellt. Wie in der Legende erla¨utert,
entsprechen die vier unterschiedlich gefa¨rbten Sa¨ulen von links nach rechts
jeweils unbehandelten HUVEC, mit WT-Myeloma-Zellen inkubierten HU-
VEC, mit CD40L inkubierten HUVEC, und schließlich mit CD40L + TRAP-
1-Antiko¨rpern vorbehandelten HUVEC. Die Inkubation der HUVEC mit
CD40L u¨ber 24 h bewirkt eine signifikante Hemmung der VEGF-induzierten
Endothelzellmigration gegenu¨ber der Migration a) unbehandelter HUVEC
(linke Sa¨ule) und b) mit WT-Myeloma-Zellen u¨ber 24 h inkubierter HU-
VEC (zweite Sa¨ule von links) (jeweils p< 0,05). Diese hemmende Wirkung
von CD40L auf die durch VEGF hervorgerufene Migration humaner Endo-




4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse
Die Schwerpunkte der vorliegenden Arbeit waren die Etablierung eines Migrationsassays
fu¨r humane umbilikale Endothelzellen (HUVEC), die Untersuchung der Einflu¨sse ver-
schiedenener Zytokine auf das Migrationsverhalten von Endothelzellen und die na¨here
Charakterisierung wichtiger Schritte der Signaltransduktion der Endothelzellmigration.
Fu¨r die Wachstumsfaktoren a-FGF, FCS und VEGF konnte eine promigratorische Wir-
kung nachgewiesen werden. Auch Leptin erwies sich als ein potenter Stimulus fu¨r die
Endothelzellmigration. In dieser Arbeit wurde gezeigt, daß die Aktivierung der ERK1/2-
MAP Kinasen und der Proteinkinase Akt entscheidende Schritte in der Signaltransduk-
tion der Leptin-vermittelten Endothelzellmigration darstellen. Daru¨ber hinaus wurde
eine inhibitorische Wirkung der insulinsensitivierenden Antidiabetika aus der Gruppe
der Thiazolidinedione auf die Leptin-induzierte Migration von Endothelzellen nachge-
wiesen. Diese beruht auf einer Hemmung der Proteinkinase Akt durch die Thiazolidine-
dione Troglitazone und Ciglitazone.
Es wurden aber auch physiologische Inhibitoren der Endothelzellmigration gefunden.
Die Vorbehandlung der HUVEC mit TNFα oder dem Liganden fu¨r CD40 bewirkte eine
signifikante Reduzierung der VEGF-induzierten Endothelzellmigration.
4.2 Diskussion der Methodik und des Versuchsaufbaus
Die Fa¨higkeit zur Migration stellt eine Schlu¨sselfunktion von Endothelzellen dar. So
erfordert die Angiogenese, die Entstehung neuer Blutgefa¨ße aus bereits bestehenden-
der Vaskulatur, neben der Proliferation von Endothelzellen auch deren Auswanderung
aus dem normalen Zellverband [28]. Auch zur Reparatur von Gefa¨ßwandverletzungen,
wie sie beispielsweise nach Ballonangioplastie auftreten ko¨nnen, ist die Migration der
Endothelzellen an den Ort der La¨sion erforderlich.
Die im erwachsenen Organismus normalerweise ruhenden und einem nur geringen Tur-
nover unterworfenen Endothelzellen werden durch verschiedene Reize zur Migration an-
geregt, die zum Beispiel in der Verletzung der geschlossenen Zellschicht oder in der loka-
len oder systemischen Freisetzung verschiedener Wachstumsfaktoren wie a-FGF, PDGF
oder VEGF bestehen [164].
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Bei der Endothelzellmigration lassen sich prinzipiell vier einzelne Vorga¨nge unterschei-
den. Zuna¨chst ist die Adha¨sion der Endothelzellen an der extrazellula¨ren Matrix der
Basalmembran und an den benachbarten Zellen im geschlossenen Zellverband bzw. die
Lo¨sung dieser festen Bindung, die Deadha¨sion, von Bedeutung.
Ein weiterer essentieller Faktor fu¨r die Migration ist die Invasivita¨t der Endothelzellen.
Diese bezeichnet die Fa¨higkeit der Zellen, Bestandteile der Basalmembran wie Typ IV
Kollagen, Laminin, Entactin, Proteoglykane und Glycosaminoglycane [219] durch Pro-
teolyse aufzulo¨sen, um aus dem festen Zellverband auswandern zu ko¨nnen. Dazu werden
Matrixmetalloproteinasen (MMPs), die Plasmin-Aktivatoren Urokinase-like Plasmino-
gen Activator (u-PA) und Tissue Plasminogen Activator (t-PA) und Plasminogen von
den Endothelzellen sezerniert [188].
Die dritte Voraussetzung zur Endothelzellmigration besteht in der Motilita¨t der Zellen,
die u¨ber eine Umstrukturierung des Zytoskeletts aus Aktin und Myosin und eine Ak-
tivierung der kontraktilen Mikrofilamente durch die Polymerisation von Aktin erreicht
wird [75,127].
Schließlich ist auch die Chemotaxis von entscheidender Bedeutung. Chemotaxis bezeich-
net die gerichtete Migration von Zellen in Richtung steigender Konzentrationen eines
Reizes und steht im Gegensatz zur Chemokinese, der ungerichteten Zellbewegung. Ei-
ne ganze Reihe solcher Chemokine fu¨r Endothelzellen ist bereits beschrieben worden:
So konnte eine gerichtete Endothelzellmigration durch a-FGF und b-FGF [164], durch
Platelet-Derived Endothelial Growth Factor (PD-ECGF) [164], durch VEGF [30], durch
Thymosin β4 [127] und durch den Liganden fu¨r das Integrin αvβ3, Bone Sialoprote-
in [14], hervorgerufen werden.
In der Literatur werden zwei verschiedene Methoden zur Untersuchung der Endothel-
zellmigration beschrieben. Eine Mo¨glichkeit stellt die intravitale Beobachtung im Tier-
versuch dar [81], die andere Mo¨glichkeit besteht in der modellhaften Untersuchung der
Migration mit Hilfe von Zellen aus Zellkulturen. Hierzu existieren wiederum prinzipi-
ell drei verschiedene Ansa¨tze, die im Folgenden genauer erla¨utert und dem Tierversuch
gegenu¨bergestellt werden.
Im Tierversuch wird ein Tra¨germaterial, zum Beispiel Matrigel [106], mit dem zu un-
tersuchenden Faktor beladen und einem Tier subkutan implantiert. Nach einer defi-
nierten Zeit wird es wieder entfernt und auf die Anzahl eingewanderter Zellen hin un-
tersucht [81]. Matrigel ist ein Extrakt aus dem Englebreth-Holm-Swarm-Tumor und
entha¨lt verschiedene Bestandteile der Basalmembran [127]. Der Vorteil dieser Methode
ist in einem direkten Bezug zur Angiogenese zu sehen, denn die Vorga¨nge bei diesem Ver-
suchsaufbau gehen u¨ber die reine Migration bereits hinaus und simulieren die Schritte,
die zur Neubildung von Gefa¨ßen in hypoxischem Gewebe fu¨hren. Andererseits wird aber
ein relativ langer Zeitraum von 10 Tagen zur Durchfu¨hrung beno¨tigt. Damit sind Kurz-
zeiteffekte bestimmter Stimuli der Migration nicht zu differenzieren. Daru¨ber hinaus ist
eine Beobachtung von Teilschritten nicht mo¨glich, und es ist auch nicht gewa¨hrleistet,
daß die angestrebte Wirkstoffkonzentration u¨ber den gesamten untersuchten Zeitraum
konstant bleibt. U¨ber Diffusionsvorga¨nge kann das Implantat den zu untersuchenden
Faktor an das angrenzende Gewebe abgeben. Umgekehrt ko¨nnen auch vom Tier selbst
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sezernierte proangiogenetische Botenstoffe in das Implantat diffundieren. Schließlich er-
scheint bei dieser Methode auch eine genaue Differenzierung von Migrations- und Pro-
liferationsvorga¨ngen unmo¨glich.
Die Modellversuche mit kultivierten Endothelzellen bieten dem Tierversuch gegenu¨ber
einige Vorteile. So kann hier die Temperatur, eine wichtige Einflußgro¨ße, bei 37°C und
damit in einem physiologischen Bereich konstant gehalten werden. Auch die ada¨qua-
te Begasung der Endothelzellen im Brutschrank ist gewa¨hrleistet. Zusa¨tzliche Effekte
durch Entzu¨ndungsvorga¨nge, die bei der Implantation von Fremdmaterial im Tierver-
such eine Rolle spielen ko¨nnen, sind ausgeschlossen. Schließlich wird auch die Sekretion
von anderen Botenstoffen durch benachbarte Zellen ausgeschlossen, da im Modellver-
such sichergestellt werden kann, daß es sich bei den untersuchten Zellen ausschließlich
um humane Endothelzellen handelt.
Bei den Modellversuchen mit Endothelzellen aus Zellkulturen existieren wiederum drei
verschiedene Methoden. Die erste Methode besteht in einem experimentellen Zwei-Kam-
mer-System, wie Stephen Boyden es 1961 zuerst beschrieben hat [26]. Dort werden
zwei mit einer Na¨hrlo¨sung gefu¨llte Kompartimente durch eine fu¨r die Endothelzellen
nur durch aktive Migration durchla¨ssige Membran getrennt. Durch Zugabe des zu un-
tersuchenden Faktors in das eine Kompartiment und der Endothelzellen in das andere
Kompartiment wird ein definierter Konzentrationsgradient geschaffen. Die Beobachtung
erstreckt sich u¨ber einen Zeitraum von 4-5 Stunden, so daß einerseits Kurzzeiteffekte auf
die Migration untersucht werden ko¨nnen, andererseits aber auch ein sto¨render Einfluß
einer mo¨glichen Endothelzellproliferation auf das Ergebnis ausgeschlossen wird.
Ein anderer Ansatz zur Untersuchung der Endothelzellmigration besteht im sogenann-
ten Scratch wound closure assay. In einer konfluenten Endothelzellschicht wird unter
sterilen Bedingungen eine La¨sion definierter Gro¨ße gesetzt. Nach einer festgesetzten
Zeit wird die Anzahl der aus dem noch intakten Zellverband in die Wunde ausgewan-
derten Endothelzellen ausgeza¨hlt [74]. Dabei sind wie bei dem Zwei-Kammer-System
nach Boyden sowohl Kurz- als auch Langzeiteffekte beobachtbar. Der urspru¨ngliche An-
satz der Scratch wound closure assays konnte hingegen nicht zwischen reiner Migration
und zusa¨tzlicher Proliferation differenzieren. Diesem Problem begegnete man in neueren
Versuchen, indem man die Proliferation durch Zugabe von Inhibitoren des Zellwachs-
tums, wie etwa Thymidin, unterband [127]. Dennoch ist diese Methode der modifizierten
Boyden-Kammer unterlegen, da hier ein definierter Konzentrationsgradient nicht zu er-
halten ist und es sich bei der beobachteten Migration daher eher um Effekte der Chemo-
kinese, also der ungerichteten Zellbewegung, handelt, als um eine echte Chemotaxis. Der
Ansatz der scratch wound closure assays entspricht am ehesten einem ada¨quaten Modell
zur Untersuchung von Reparaturvorga¨ngen nach La¨sionen der Endothelzellschicht, wie
sie etwa bei der Ballonangioplastie entstehen.
Eine neuere Methode sieht die Untersuchung des Verhaltens von Endothelzellen in drei-
dimensionalen Zellkultursystemen vor. Dieser Ansatz entspricht einer Weiterentwicklung
des Tierversuchs, und auch hier werden eher Prozesse der Angiogenese nachempfunden,
die sowohl die Migration als auch eine Proliferation der Zellen erfordert, als nur die
Migration [37,140].
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In der vorliegenden Arbeit wurde ein modifiziertes Zwei-Kammer-System nach Boyden
verwendet. Dies steht im Einklang mit dem Stand der Literatur, nach dem die modi-
fizierte Boyden-Kammer das inzwischen meistgenutzte System zur Untersuchung von
Migrationsvorga¨ngen ist.
Als genereller Nachteil bei der Verwendung von Endothelzellen aus Zellkulturen la¨ßt sich
anfu¨hren, daß die Konditionen in der Zellkultur zwar so nah wie mo¨glich an die physio-
logisch vorhandenen Bedingungen angepaßt wurden, ihnen jedoch niemals vollsta¨ndig
entsprechen konnten. So weisen Endothelzellen unter Kulturbedingungen eine hohe Pro-
liferationsrate auf, die im Gegensatz zu dem geringen Zellumsatz der grundsa¨tzlich ru-
henden Endothelzellen im adulten Organismus steht. Diese starke Proliferation fu¨hrt
beispielsweise zur Expression des Integrins αvβ3 auf den Endothelzellen, das auf ru-
henden Zellen nicht exprimiert wird [28]. Im Gegensatz dazu gehen die Produktion von
NO und die Synthese von Endothelial Cell Nitric Oxid Synthetase (ecNOS) unter den
statischen Bedingungen der Zellkultur zuru¨ck, in denen die Endothelzellen nicht mehr
den durch den Blutstrom bedingten mechanischen Kra¨ften ausgesetzt sind [8]. Um diese
zellkulturbedingten Fehler so gering wie mo¨glich zu halten, wurden die Endothelzellen
unter konstanten Bedingungen kultiviert. Fu¨r die Versuche wurden nur Endothelzellen
aus konfluenten Zellkulturen der zweiten bis vierten Passage verwendet.
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4.3 Etablierung eines Migrationsassays fu¨r humane um-
bilikale Endothelzellen und Definition eines Versuchs-
mediums
Die zuna¨chst durchgefu¨hrten Untersuchungen hatten zum Ziel, den Migrationsversuch
nach Boyden [26] fu¨r die auch im Folgenden verwendeten humanen umbilikalen Endo-
thelzellen zu modifizieren, Einflu¨sse der Kulturbedingungen auf die Endothelzellmigra-
tion zu analysieren und in den folgenden Versuchen mo¨glichst gering zu halten. Das fu¨r
die Endothelzellkultur verwendete Medium enthielt als proliferationssteigernde Faktoren
20% FCS und 10 ng/ml a-FGF. FCS entha¨lt ein Gemisch aus verschiedenen Stimulan-
tien des Endothelzellwachstums und steigert die Migration von Endothelzellen [179].
Hingegen sind in der Literatur nahezu keine Untersuchungen u¨ber die dabei beteiligten
Mechanismen der Signaltransduktion verfu¨gbar.
Um den Einfluß von FCS auf die Migration humaner umbilikaler Endothelzellen zu ana-
lysieren, wurden in dieser Arbeit zuna¨chst Migrationsversuche durchgefu¨hrt, bei denen
die HUVEC fu¨r die Dauer der Migration in einem Versuchsmedium resuspendiert wur-
den, das nur 1% bzw. 2% FCS enthielt. Die Migration wurde durch Zugabe von 20%
FCS in das untere Kompartiment des Zwei-Kammer-Systems stimuliert. Dies entsprach
der FCS-Konzentration im normalen Kulturmedium. Die Versuche ergaben, daß die HU-
VEC bei den genannten niedrigen Konzentrationen von FCS im Versuchsmedium kaum
migrierten und auch durch die Stimulation nicht zu einer signifikanten Migration durch
den Filter den Zwei-Kammer-Systems anzuregen waren.
In einem na¨chsten Schritt wurde die FCS-Konzentration des Versuchsmediums auf 5%
erho¨ht. Es erfolgten wiederum Migrationsversuche mit einer Stimulation durch 20%
FCS. Hier kam es zu einer deutlich erkennbaren Migration, und es ergab sich eine si-
gnifikante Steigerung der Rate migrierter Zellen gegenu¨ber nicht stimulierten HUVEC
der Kontrolle. Dieses Ergebnis zeigte, daß FCS in einer Konzentration von 20% ein star-
ker Induktor der Endothelzellmigration ist. Außerdem erbrachte es die Erkenntnis, daß
ein Versuchsmedium mit sehr geringen FCS-Konzentrationen die Zellfunktionen der fu¨r
die Versuche verwendeten HUVEC offenbar so weit reduzierte, daß sich eine Migration
selbst durch starke Stimuli nicht mehr induzieren ließ.
Daru¨ber hinaus zeigte sich, daß die Vorbehandlung der HUVEC mit dem spezifischen
MEK-Inhibitor PD 98059 die durch FCS induzierte Migration der HUVEC signifikant
hemmte. Dies la¨ßt den Schluß zu, daß die ERK1/2 MAPK an der Signaltransduktion der
hier beobachteten promigratorischen Wirkung von FCS wesentlich beteiligt war. Weitere
Untersuchungen sind aber erforderlich, da FCS ein Gemisch unterschiedlicher Proteine
entha¨lt, die Einfluß auf das biologische Verhalten von Endothelzellen haben [179].
Der zweite proliferationssteigernde Faktor, der dem Kulturmedium zugesetzt war, war
a-FGF. Dabei handelt es sich um einen heparinbindenden Wachstumsfaktor fu¨r Endo-
thelzellen, der aus einer Polypeptidkette von 140 Aminosa¨uren besteht [73]. A-FGF
(oder FGF-1) kann als einziges Mitglied der FGF-Familie, die 9 verschiedene Ligan-
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den umfaßt, an alle vier bekannten FGF-Rezeptoren binden und gilt deshalb zusammen
mit b-FGF (synonym FGF-2) als Prototyp dieser Familie von Wachstumsfaktoren [21].
Die exogene Zugabe von a-FGF zum Kulturmedium ist fu¨r die Proliferation kultivier-
ter Endothelzellen unentbehrlich [60]. In der Literatur ist beschrieben, daß a-FGF die
Organisation der sogenannten
”
Focal Adhesion Sites“ (FAS) in Endothelzellen beein-
flußt [60]. Daru¨ber hinaus steigert a-FGF die Aktivita¨t von Collagenase und die Produk-
tion von Plasminogen-Aktivator, wogegen es die Sekretion von Plasminogen-Inhibitor
hemmt [169,136].
Invasivita¨t und Reorganisation des Aktin-Myosin-Skeletts sind wichtige Voraussetzun-
gen der Endothelzellmigration, und so wurde die chemotaktische Wirkung von a-FGF
auf Endothelzellen in vitro bereits 1987 beschrieben [73]. Außerdem ist bekannt, daß
a-FGF Einfluß auf die Differenzierung von Endothelzellen hat und beispielsweise fu¨r
die ada¨quate Sekretion der verschiedenen Bestandteile der Basalmembran und damit
fu¨r ihre korrekte Zusammensetzung unerla¨ßlich ist [173]. Schließlich konnte eine wichti-
ge Beteiligung von a-FGF an der Embryonalentwicklung gezeigt werden, die sich zum
Beispiel darin zeigt, daß ein erblicher Defekt des FGFR-3 zur Achondroplasie fu¨hrt [57].
Damit induziert a-FGF alle einzelnen Schritte der Angiogenese [165], und seine Schlu¨ssel-
rolle bei der Bildung neuer Gefa¨ße wurde in der Literatur vielfa¨ltig beschrieben. U¨ber
die Signaltransduktion der durch a-FGF induzierten Endothelzellmigration sind in der
Literatur hingegen nur wenige Erkenntnisse beschrieben. Allerdings konnte fu¨r die durch
b-FGF angeregte Migration von bovinen Endothelzellen aus der Aorta eine Beteiligung
der ERK1/2 MAPK gezeigt werden [161].
Um nun den Einfluß der im Kulturmedium enthaltenen Konzentration von 10 ng/ml
a-FGF auf die Endothelzellmigration zu untersuchen, wurden wie oben beschrieben Mi-
grationsversuche mit Hilfe der modifizierten Boyden-Kammer durchgefu¨hrt. Statt 20%
FCS wurde nun a-FGF zur Stimulation eingesetzt. Es zeigte sich keine Stimulation der
Migration in den Versuchen, in denen die HUVEC in nur 1% bzw. 2% FCS enthaltendem
Versuchsmedium resuspendiert worden waren. Bei Verwendung eines Versuchsmediums
mit 5% FCS induzierte 10 ng/ml a-FGF hingegen eine signifikante Steigerung der Rate
migrierter Zellen gegenu¨ber der Kontrolle und erwies sich so als Stimulus der Endothel-
zellmigration. Dies entsprach den aus der Literatur bekannten Ergebnissen.
Daru¨ber hinaus wurde in dieser Arbeit gezeigt, daß Behandlung der HUVEC mit dem
spezifischen MEK-Inhibitor PD 98059 die durch a-FGF induzierte Endothelzellmigration
vollsta¨ndig aufhebt. Dieses Ergebnis stellt die Bedeutung ERK1/2 MAPK als Schlu¨s-
selenzym der Signaltransduktion bei der durch a-FGF induzierten Migration von Endo-
thelzellen heraus und besta¨tigt damit eine neuere Arbeit, in der die ERK1/2 MAPK als
entscheidender Schritt der Endothelzellmigration nach Stimulation durch b-FGF iden-
tifiziert wird [161].
Zur Kontrolle der Chemokinese, also der ungerichteten
”
Hintergrundmigration“ der HU-
VEC, deren Einfluß auf die Ergebnisse der folgenden Stimulationen mo¨glichst eliminiert
werden sollte, wurde in allen weiteren Versuchen ein Ansatz verwendet, bei dem in bei-
den Kammern lediglich das Versuchsmedium mit 5% FCS enthalten war. Da sich ein
besonders starker promigratorischer Effekt von 20% FCS auf die HUVEC gezeigt hatte,
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wurden fu¨r alle folgenden Untersuchungen in einem weiteren Ansatz die im Versuchsme-
dium resuspendierten HUVEC mit 20% FCS stimuliert und die dadurch angeregte Rate
migrierter Zellen als Positivkontrolle fu¨r das Migrationspotential der jeweils verwendeten
Zellpra¨paration gewertet.
Die zuna¨chst durchgefu¨hrten Untersuchungen ergaben damit, daß der Migrationsver-
such nach Boyden auch fu¨r die in dieser Arbeit verwendeten HUVEC reproduzierba-
re Ergebnisse erbrachte und damit eine geeignete Methode zur Analyse stimulierender
bzw. hemmender Faktoren der Endothelzellmigration darstellt. Außerdem zeigte sich,
daß die dem Kulturmedium zugesetzten Wachstumsfaktoren FCS und a-FGF selbst che-
motaktisch auf die HUVEC wirken und damit Sto¨rfaktoren fu¨r die Untersuchung des
promigratorischen Einflusses weiterer Faktoren darstellen. Andererseits war ein gerin-
ger Zusatz von 5% FCS auch zum Versuchsmedium unentbehrlich, da ansonsten die
Induktion der Endothelzellmigration nicht mehr mo¨glich war. Als Folgerung aus diesen
Ergebnissen wurde im Sinne eines Kompromisses als Versuchsmedium fu¨r alle folgenden
Versuche Medium 199 Earle + 5% FCS (ohne a-FGF) festgesetzt.
4.4 Einfluß von VEGF auf die Endothelzellmigration
Die in dieser Arbeit durchgefu¨hrten Versuche hatten zum Ziel, den Einfluß von VEGF
auf die Migration humaner umbilikaler Endothelzellen zu analysieren und Schritte der
dabei beteiligten Signaltransduktion na¨her zu definieren.
4.4.1 Biologische Wirkungen von VEGF
VEGF ist ein endothelzellspezifisches Mitogen, das aufgrund seiner Fa¨higkeit zur Stei-
gerung der Gefa¨ßpermeabilita¨t bei seiner erstmaligen Beschreibung VPF (=Vascular
Permeability Factor) genannt wurde [175]. Im Jahre 1989 wurde es dann zeitgleich von
zwei Gruppen isoliert und in seiner Struktur genauer chrakterisiert und erhielt den heute
gebra¨uchlichen Namen VEGF [72,48].
VEGF ist ein basisches, heparinbindendes Glykoprotein einer Gro¨ße von 46 kDa, das
aus zwei identischen durch Disulfidbru¨cken verbundenen, antiparallelen Monomeren be-
steht. Inzwischen sind fu¨nf verschiedene Isoformen von VEGF beschrieben worden, die
durch alternatives Splicing eines einzigen Gens entstehen und sich in ihrer Fa¨higkeit zur
Bindung von Heparin und in ihrer biologischen Potenz unterscheiden. VEGF165 gilt als
die am weitesten verbreitete und die biologisch aktivste Isoform. Außerdem wird noch
der Placenta-derived Growth Factor (PlGF) zur VEGF-Familie gerechnet [47,142].
Eine Vielzahl von Zellen ist zur Produktion von VEGF fa¨hig, so zum Beispiel glatte
Gefa¨ßmuskelzellen [35], Endothelzellen [207] und verschiedene Tumoren [11].
Die Produktion von VEGF wird durch verschiedene Faktoren hochreguliert, zum Bei-
spiel durch Sauerstoffmangel u¨ber die durch Hypoxie induzierbaren Transkriptionsfak-
toren der HIF-Klasse, durch andere Wachstumsfaktoren wie Epidermal Growth Factor
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(EGF), Keratinocyte Growth Factor (KGF), Insulin-like Growth Factor (IGF-1), durch
an Entzu¨ndungsprozessen beteiligte Faktoren wie IL-6, durch verschiedene Onkogene
und durch b-FGF [142]. Auch der Ausfall von Tumor-Suppressor-Genen wie des p53 be-
wirkt eine vermehrte Produktion von VEGF [103]. Eine negative Regulation von VEGF
erfolgt beispielsweise durch IL-10 und IL-13 [142].
Als Rezeptoren fu¨r VEGF wurden der sogenannte VEGF-R1 (flt-1) [205] und der VEGF-
R2 (KDR) [199] isoliert und beschrieben. Diese beiden Rezeptoren sind fast ausschließ-
lich auf Endothelzellen vorhanden. Daru¨ber hinaus existieren noch ein VEGF-R3, der
aber nur in Lymphgefa¨ßen exprimiert ist, und verschiedene Korezeptoren, die Neuro-
piline, fu¨r die eine eigene Signaltransduktion noch nicht gezeigt werden konnte. Zur
Ausbildung einer festen Bindung zwischen VEGF und seinen Rezeptoren sind außer-
dem noch Heparansulfat-Proteoglykane erforderlich [142].
Die VEGF-Rezeptoren bestehen jeweils aus 7 extrazellula¨ren Doma¨nen mit A¨hnlich-
keit zu Immunglobulinen, einer die Membran durchspannenden Doma¨ne und einer in-
trazellula¨ren Tyrosinkinase [178, 198]. Die Bindung von VEGF an seine endothelzell-
spezifischen Rezeptoren flt-1 und KDR fu¨hrt zu A¨nderungen der Konformation bei-
der Rezeptoren und u¨ber eine Dimerisierung zur Autophosphorylierung [114]. Auch die
VEGF-Rezeptoren werden durch Hypoxie versta¨rkt exprimiert. Dies steht im Einklang
mit der starken proangiogenetischen Wirkung von VEGF [47]. Ein negativer Einfluß auf
die Expression von KDR und flt-1 auf der Oberfla¨che von Endothelzellen konnte fu¨r
TNFα gezeigt werden [152]. Waltenberger benannte den VEGF-R2 KDR als den fu¨r die
Endothelzellmigration entscheidenden [206].
Die wichtigste Funktion von VEGF ist die Regulation von Angiogenese und Vaskuloge-
nese [47]. So resultierte zum Beispiel die Ausschaltung von VEGF durch einen defekten
Rezeptor flt-1 im Tierversuch im Ausbleiben der Differenzierung von Endothelzellen aus
den Ha¨mangioblasten, den gemeinsamen Vorla¨uferzellen von Endothelzellen und Blut-
zellen, und im intrauterinen Tod [53]. Auch die experimentelle Ausschaltung von KDR
fu¨hrte zu schweren Entwicklungssto¨rungen und zum intrauterinen Tod [177].
Zur Induktion der Angiogenese sind verschiedene Schritte erforderlich: Die Migration
von Endothelzellen, deren Proliferation und Differenzierung [28]. VEGF ist als star-
ker Induktor der Angiogenese in der Lage, sa¨mtliche dieser Einzelschritte zu initiieren.
So stimuliert es beispielsweise die Migration von Endothelzellen u¨ber eine A¨nderung
der Zellmorphologie und u¨ber die Umstrukturierung der Aktin-Fasern des Zytoskeletts.
Daru¨ber hinaus ist eine chemotaktische Wirkung von VEGF auf Endothelzellen unter-
schiedlichen Ursprungs beschrieben [206,30,179,218,167,39].
In engem Zusammenhang mit der Endothelzellmigration und -invasivita¨t steht auch
die vermehrte Expression von MMPs, die eine Degradation der extrazellula¨ren Matrix
bewirken [203,115], und des Plasminogen-Aktivators u-PA [30,154] nach Stimulation der
Endothelzellen mit VEGF. Außerdem wurde eine antiapoptotische Wirkung von VEGF
auf Endothelzellen beschrieben, die durch Induktion der antiapoptotischen Proteine Bcl-
2 und A1 und durch Aktivierung des PI3K/Akt/PKB-Wegs vermittelt wird [61,62].
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Die Wege der Signaltransduktion VEGF-vermittelter Effekte sind noch nicht vollsta¨ndig
aufgekla¨rt. Die Aktivierung der ERK1/2 MAPK u¨ber einen Phospholipase C (PLCγ)-
und Proteinkinase C (PKC)-abha¨ngigen Weg ist inzwischen gut gesichert [174,82,192].
Weiterfu¨hrende Untersuchungen haben erbracht, daß die VEGF-induzierte Aktivierung
der ERK1/2 ausschließlich durch den VEGF-R2 (KDR) vermittelt wird, und zwar u¨ber
den Weg KDR/ Shc/ Grb2/ Sos/ Ras/ ERK1/2-MAPK, und so zur Endothelzellproli-
feration beitra¨gt [114]. Es wurde aber noch ein weiterer, NO-abha¨ngiger Weg der Akti-
vierung der ERK1/2-MAPK beschrieben: KDR/ Ca2+/ ecNOS/ NO/ cGMP/ ERK1/2-
MAPK. Auch in dieser Arbeit wurde der Einfluß der ERK1/2 auf die Proliferation von
Endothelzellen untersucht [150].
Zur Beteiligung der ERK1/2 an der VEGF-induzierten Endothelzellmigration liegen wi-
derspru¨chliche Ergebnisse vor. In einer Arbeit wird die Beteiligung der ERK1/2 an der
Signaltransduktion des promigratorischen Effekts von VEGF u¨ber den Weg ERK1/2 /
PLCγ / Focal Adhesion Kinase (FAK) / Paxillin postuliert [1], wogegen in anderen Ar-
beiten gegensa¨tzliche Ergebnisse vorgestellt werden. Dort wird ein Einfluß der ERK1/2
auf die VEGF-induzierte Endothelzellmigration ausgeschlossen [220, 221]. Stattdessen
wird aber ein direkter Einfluß der p38 MAPK auf die Bildung von sogenannten
”
Stress
Fibers“ beschrieben, einer wichtigen Voraussetzung der Zellmotilita¨t [167, 166, 187]. In
einer neueren Arbeit wird vorgeschlagen, daß der VEGFR-1 (flt-1) u¨ber die p38 MAPK
die Ausbildung von Stress Fibers induziert, wohingegen der VEGFR-2 (KDR) eine Phos-
phorylierung der FAK u¨ber einen PKC-abha¨ngigen, aber von der ERK1/2 unabha¨ngigen
Weg bewirkt [98].
Auch andere Wege der Signaltransduktion werden diskutiert. So wird beispielsweise be-
richtet, daß die Endothelzellmigration u¨ber einen NO-abha¨ngigen Weg nach Bindung
von VEGF an flt-1 induziert wird: flt-1/ecNOS/NO/PKCδ. Dabei wurde gema¨ß den
dort vorgestellten Ergebnissen die Menge von PKCδ nicht beeinflußt, sondern es han-
delte sich lediglich um eine postttranskriptionelle und posttranslationelle transiente Ak-
tivita¨tsminderung dieser Kinase [179]. Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu fru¨heren
Arbeiten, nach denen ausschließlich der VEGF-R2 (KDR) fu¨r die Induktion der Endo-
thelzellmigration von Bedeutung sein soll [206]. Außerdem war die verwendete Methode
die eines
”
scratch wound closure“- Versuchs, bei dem nicht genau zwischen reiner Migra-
tion und zusa¨tzlicher Proliferation der Endothelzellen differenziert werden konnte. Die
Aktivita¨tsminderung der PKCδ setzte zudem erst nach einer Stimulation von 8 h Dauer
ein und erreichte ihr Maximum nach 16 h. Damit entsprach der untersuchte Zeitraum
nicht der bei der hier vorgestellten Arbeit und bei anderen Versuchen unter Verwendung
der modifizierten Boyden-Kammer verwendeten Zeitspanne von 4 h. Dennoch wird auch
in anderen Arbeiten u¨ber die Bedeutung von NO in der Vermittlung von promigratori-
schen und proangiogenetischen Signalen durch VEGF berichtet [225], und fu¨r NO wird
ein direkter regulierender Einfluß auf die Phosphorylierung der an der Endothelzellmi-
gration beteiligten FAK beschrieben [70]. Daru¨ber hinaus wurde auch fu¨r die PKC und
den Vitronectin-Rezeptor avß5 eine Beteiligung an der Signaltransduktion durch VEGF
postuliert [176,56].
In neueren Arbeiten wurde die entscheidende Bedeutung der Proteinkinase Akt fu¨r die
VEGF-induzierte Endothelzellmigration herausgestellt. Die VEGF-induzierte Aktivie-
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rung der Akt fu¨hrt zur Reorganisation des Zytoskeletts aus Aktin und Myosin und
damit zur Motilita¨t der Endothelzellen [138,39,134]. Außerdem konnte eine antiapopto-
tische Wirkung von Akt in Endothelzellen gezeigt werden, ein weiterer die Angiogenese
begu¨nstigender Aspekt [40].
4.4.2 ERK1/2-MAPK-abha¨ngige Induktion der Endothelzellmigra-
tion durch VEGF
Die an der Endothelzellmigration beteiligten Mechanismen der Signaltransduktion sind
noch nicht vollsta¨ndig gekla¨rt. Sie umfassen sowohl zytosolische als auch nuklea¨re Si-
gnale. So stellen die ERK1/2 MAPK Schlu¨sselenzyme dar, die die Migration von Zellen
vaskula¨ren und nicht-vaskula¨ren Ursprungs regulieren [68, 195, 31, 33]. Dabei translo-
zieren die aktivierten MAPK sowohl zum Nukleus als auch zum Zytoskelett [71]. Es
wurde gezeigt, daß die Aktivierung der ERK1/2 u¨ber Rezeptoren fu¨r Integrine oder
Wachstumsfaktoren direkten Einfluß auf die Zellmigration hat: Die ERK1/2 MAPK
aktiviert die Myosin Light Chain Kinase (MLCK), die wiederum die leichten Myosin-
ketten (MLC) phosphoryliert und damit die zur Zellkontraktion beno¨tigte Energie liefert
und die Reorganisation des Aktin-Myosin-Zytoskeletts bewirkt [31,33]. Dabei haben die
ERK1/2 keinen Einfluß auf die Regulation der Adha¨sion von Zellen an der ECM, ein wei-
terer wichtiger Einflußfaktor bei der Zellmigration [107]. Dagegen haben die ERK1/2
noch weitere, u¨ber diese zytosolischen Effekte hinausgehende, Regulationsfunktionen.
Sie translozieren nach ihrer Aktivierung zum Nukleus und phosphorylieren dort multiple
Transkriptionsfaktoren, die wiederum die Transkription von Genen regulieren, die den
Zellzyklus und das Verhalten der Zelle steuern [5,64]. Eine der nuklea¨ren Zielstrukturen
der aktivierten ERK1/2 ist der Transkriptionsfaktor Ets-1 [195, 184], der die Expressi-
on von verschiedenen Matrixmetalloproteasen und damit eine gesteigerte Invasivita¨t von
Endothelzellen induziert [145] [95]. Diese Beobachtung wird durch die Tatsache gestu¨tzt,
daß die Inhibition des ERK1/2-Wegs die Produktion von Matrixmetalloproteasen und
die Migration von vaskula¨ren und nicht-vaskula¨ren Zellen hemmt [32, 105]. Unter den
zytosolischen Mechanismen der Signaltransduktion spielt die Proteinkinase Akt eine ent-
scheidende Rolle bei der VEGF-induzierten Endothelzellmigration [39,138]. Sie reguliert
die Reorganisation des Aktin/Myosin-Zytoskeletts und damit einen wichtigen Faktor der
Zellmotilita¨t [138, 134, 208]. U¨berdies stellt die Aktivierung der Proteinkinase Akt ein
antiapoptotisches Signal fu¨r Endothelzellen dar, ein weiterer Faktor, der mit Migration
und Angiogenese in Verbindung gebracht wird [40].
Die Ergebnisse dieser Arbeit besta¨tigen die vielfach beschriebene Steigerung der Endo-
thelzellmigration durch VEGF. Es konnte eine dosisabha¨ngige signifikante Induktion
der Endothelzellmigration durch VEGF gegenu¨ber der Kontrolle gezeigt werden, die
ihr Maximum bei einer Konzentration von 10 ng/ml VEGF erreichte. In den daraufhin
durchgefu¨hrten Western Blots zeigte sich, daß die VEGF-Stimulation in den HUVEC
eine transiente Aktivierung der ERK1/2 mit Maximalwerten nach einer Dauer von 10
min. bewirkte. Um nun die Beteiligung der ERK1/2 an der VEGF-vermittelten Endo-
thelzellmigration zu zeigen, wurden die Migrationsversuche unter Zugabe von PD 98059
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wiederholt, einem spezifischen Inhibitor der MEK, die der ERK1/2 unmittelbar vorge-
schaltet ist [4,42]. PD 98059 hob sowohl die Aktivierung der ERK1/2 in den Endothel-
zellen als auch die promigratorische Wirkung von VEGF vollsta¨ndig auf.
Damit tritt die ERK1/2 MAPK in dieser Arbeit als ein Schlu¨sselenzym der VEGF-
induzierten Endothelzellmigration in Erscheinung, dessen Blockade die Wirkung von
VEGF nahezu aufhob.
Die Ergebnisse dieser Arbeit stehen in diesem Punkt im Widerspruch zu neueren Ver-
o¨ffentlichungen, in denen ein Einfluß der ERK1/2 auf die Endothelzellmigration ver-
neint und die ERK1/2 eher im Mittelpunkt proliferatorischer Reaktionen gesehen wird
[98, 220, 221]. Bisher ist ebenfalls nicht gekla¨rt, welcher der beiden VEGF-Rezeptoren
die Induktion der Endothelzellmigration durch VEGF vermittelt oder ob beide Rezep-
toren an dieser Reaktion beteiligt sind: Wa¨hrend Waltenberger noch den VEGFR-2
(KDR) als den fu¨r die Endothelzellmigration einzig entscheidenden identifizierte [206],
beschreibt eine neuere Arbeit die Beteiligung auch des VEGFR-1 (flt-1) an der VEGF-
induzierten Endothelzellmigration [98]. Angesichts der widerspru¨chlichen Aussagen, die
in der Literatur zur Rolle der ERK1/2 in der VEGF-induzierten Endothelzellmigrati-
on zu finden sind, werden noch weitere Untersuchungen erforderlich sein, um die dabei
beteiligten Wege der Signaltransduktion genauer aufzuschlu¨sseln und die Position der
ERK1/2-MAPK im Zusammenspiel der unterschiedlichen Signale zu bestimmen.
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4.5 Einfluß von Leptin auf die Endothelzellmigration
4.5.1 Biologische Wirkungen von Leptin
Leptin ist ein Hormon einer Gro¨ße von 16 kDa mit vielen verschiedenen biologischen
Wirkungen, das zuna¨chst im Zusammenhang mit der Regulation des Ko¨rpergewichts
beschrieben wurde. So wird Leptin hauptsa¨chlich von Adipozyten sezerniert, und die
zirkulierenden Leptin-Spiegel im Blut korrelieren mit den Fettspeichern im Ko¨rper und
dem Ko¨rpergewicht [125]. Dagegen sinkt der Leptin-Spiegel nach einigen Stunden der
Nahrungskarenz sowohl im Nagetier als auch beim Menschen [23].
Die Regulation der Leptin-Spiegel unterliegt außerdem direkten Einflu¨ssen verschiedener
Stimuli, darunter Glukokortikoide, Insulin und Zytokine [183,3]. Daru¨ber hinaus unter-
liegen die Leptin-Spiegel im Blut zirkadianen Schwankungen [181,3]. Im Tierversuch be-
wirkten Leptin-Injektionen eine deutliche Senkung der Nahrungsaufnahme, einen gestei-
gerten Energieverbrauch, der zum Teil u¨ber eine Steigerung der Thermogenese zustande
kam, und eine Entleerung der Fettspeicher und Reduktion des Ko¨rpergewichts [83]. Es
wurde gezeigt, daß Leptin im Zusammenspiel mit anderen Regulatoren des Stoffwech-
sels vor allem durch Bindung an spezifische Rezeptoren im Hypothalamus wirkt [43].




Leptin ist ein Polypeptid aus 146 Aminosa¨uren und wird vom ob-Gen kodiert und
u¨berwiegend in weißem Fettgewebe gebildet [224]. Strukturanalysen ergaben, daß es die
helikale Struktur eines Zytokins besitzt [222].
Der Leptin-Rezeptor ist das Produkt des db-Gens und wurde im Jahre 1995 zuerst be-
schrieben [197]. Er ist ein einfach die Zellmembran durchspannender Rezeptor aus der
Familie der Klasse I - Zytokin-Rezeptoren, und es wurde eine ausgepra¨gte Homologie
und nahe Verwandtschaft zu anderen Rezeptoren dieser Familie wie gp130, Granulocyte
Colony-stimulating Factor (G-CSFR) und Leukemia Inhibitory Factor (LIFR) gefun-
den [196]. Inzwischen wurden sechs verschiedene Leptinrezeptoren identifiziert, deren
extrazellula¨re Doma¨nen identisch sind und die sich nur in ihren intrazellula¨ren Doma¨nen
unterscheiden [3].
Eine grobe Einteilung unterscheidet lediglich zwischen einer langen und einer kurzen
Form des Leptinrezeptors, OB-Rl und OB-Rs. Die lange Form des Leptinrezeptors be-
sitzt, wie die anderen Rezeptoren aus der Familie der Klasse I - Zytokin-Rezeptoren,
keine eigene Tyrosin-Kinase-Aktivita¨t und vermittelt die Signaltransduktion u¨ber den
JAK-STAT-Pathway, wobei eine Aktivierung von STAT 3 und STAT 5 bereits in meh-
reren Publikationen beschrieben wurde [12,63,196,210,209]. Fu¨r OB-Rs, die kurze Form
des Leptinrezeptors, ist eine Signaltransduktion nicht gesichert, und so wurde vermutet,
daß er lediglich zum Transport von Leptin ins ZNS oder zu anderen Transportvorga¨ngen
wie auch zur Entfernung von Leptin aus dem Blut und zu seinem Abbau dient [196].
Tatsa¨chlich besteht fu¨r Leptin ein spezifischer und sa¨ttigbarer Transportmechanismus
vom Plasma in den Liquor, und der OB-Rs ist in hoher Dichte auf den Zellen des Plexus
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choroideus exprimiert [9]. Einer dritten Form des Leptinrezeptors fehlt die intrazellula¨re
Doma¨ne vollsta¨ndig. Dieser Rezeptor wurde als OB-Re bezeichnet und dient der Regula-
tion des Gleichgewichts zwischen freiem und proteingebundenem Leptin, das wiederum
fu¨r die biologische Aktivita¨t von Leptin verantwortlich ist [182]. Neben dem JAK-STAT-
Weg wurden aber noch weitere Wege der Signaltransduktion fu¨r OB-Rl beschrieben: So
kommt es durch seine Aktivierung zur Phosphorylierung der MAPK [20, 193, 194] und
zur Aktivierung des PI3K-Akt-Wegs [6].
Wa¨hrend die kurze Form des Leptinrezeptors, OB-Rs, in vielen verschiedenen Gewe-
ben wie Niere, Leber, Lunge und Milz und auf Makrophagen exprimiert ist [46], wurde
die lange Form, OB-Rl, vor allem im Hypothalamus nachgewiesen und mit der Regu-
lation des Ko¨rpergewichts in Verbindung gebracht [210]. Aber auch auf HUVEC und
verschiedenen Endothelzellen anderen Ursprungs wurde ein funktioneller OB-Rl nach-
gewiesen [24,180,214].
Bei U¨bergewichtigen wurden sta¨ndig erho¨hte Leptin-Werte festgestellt, die in Verbin-
dung mit Hyperinsulina¨mie und Insulinresistenz auftraten, Bedingungen also, die bei
Patienten mit Diabetes Typ II - oder NIDDM - gefunden werden [181,226]. In Analogie
zum Enstehungsmachanismus des NIDDM wurde zur Erkla¨rung der Hyperleptina¨mie
bei U¨bergewichtigen eine Leptin-Resistenz postuliert [19,49].
Erho¨hte Leptin-Plasmaspiegel wurden auch mit essentieller Hypertonie in Verbindung
gebracht: So wurden bei Patienten mit essentieller Hypertonie ho¨here Leptinkonzentra-
tionen im Blut gemessen als bei Normotonikern [2], und ein Erkla¨rungsansatz besteht im
durch Leptin gesteigerten Sympathikotonus, der wiederum die Erho¨hung des Blutdrucks
bewirkt [86].
Zusa¨tzlich zur Stoffwechselregulation wurden periphere Wirkungen von Leptin beschrie-
ben: So spielt Leptin eine Rolle in der Regulation des Immunsystems und von Ent-
zu¨ndungsprozessen, und die Leptin-Spiegel im Blut steigen durch die Einwirkung von
Entzu¨ndungsmediatoren wie TNFα und IL-1 rasch und voru¨bergehend an [46]. In HU-
VEC bewirkt Leptin die Freisetzung des fu¨r Makrophagen chemotaktischen Botenstoffes
MCP-1, ein Vorgang, der mit der Entstehung atherosklerotischer Plaques in Verbindung
gebracht wird [25]. Auch im geregelten Ablauf der Ha¨matopoese und fu¨r Reprodukti-
onsfunktionen spielt Leptin eine Rolle [46]. Daru¨ber hinaus beschleunigt Leptin die
Wundheilung sowohl bei diabetischen als auch bei gesunden Ma¨usen, und die lange
Form seines Rezeptors, OB-Rl wurde auf Keratinozyten nachgewiesen [54, 162]. Leptin
ist ein starker proangiogenetischer Faktor, und eine Steigerung der Angiogenese durch
Leptin-Stimulation wurde in vivo und in vitro beschrieben [24,180].
Die lange Form des Leptinrezeptors, OB-Rl, wird von Endothelzellen unterschiedlichen
Ursprungs und auch von HUVEC exprimiert und ist funktionell aktiv [24]. Daraus kann
man auf direkte Wirkungen von Leptin auf Endothelzellen schließen, die durch den spe-
zifischen Rezeptor und nicht etwa u¨ber die parakrine Wirkung sekunda¨rer Botenstoffe
vermittelt werden. Ein wichtiger Teilschritt der Angiogenese besteht in der Proliferati-
on von Endothelzellen, und fu¨r Leptin wurde ein starker mitogener Effekt auf HUVEC
in vitro nachgewiesen, der in Verbindung mit der Aktivierung der JAK, von STAT 3
und 5, und der ERK1/2 MAPK auftritt. Daru¨ber hinaus hat Leptin eine antiapopto-
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tische Wirkung auf Endothelzellen [24, 180]. Es wurde außerdem gezeigt, daß Leptin
dosisabha¨ngig die Endothelzellmigration steigert [180], jedoch liegen u¨ber die dabei be-
teiligten Mechanismen der Signaltransduktion noch kaum gesicherte Erkenntnisse vor.
Die Expression von Matrixmetalloproteinasen ist ein wichtiger Faktor fu¨r die Invasivita¨t
von Endothelzellen, fu¨r ihre Fa¨higkeit also, die Basalmembran zu degradieren und aus
dem vorher festen Zellverband auszuwandern. Damit ist sie neben anderen Vorga¨ngen
fu¨r die Endothelzellmigration erforderlich. Leptin steigert in Endothelzellen sowohl die
Expression der MMPs 2 und 9 als auch die ihrer Inhibitoren, TIMP-1 und TIMP2, und
ist damit vermutlich am Ab- und Umbau der Basalmembran beteiligt [151].
Zusammenfassend wird Leptin mit angiogenetischen und proatherosklerotischen Vor-
ga¨ngen in Verbindung gebracht, die gerade bei solchen Krankheiten auftreten, die auch
mit erho¨hten Leptin-Spiegeln im Blut einhergehen, wie etwa bei NIDDM oder bei essen-
tieller Hypertonie. Ein direkter Zusammenhang zwischen pathologisch erho¨hten Leptin-
Spiegeln und hypertensiver Retinopathie wird diskutiert [202].
4.5.2 Leptin stimuliert die Endothelzellmigration u¨ber eine Aktivie-
rung der Proteinkinasen ERK1/2-MAPK und Akt
Ein Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluß von Leptin auf die Migration von HUVEC
zu untersuchen und die dabei beteiligten Mechanismen der Signaltransduktion na¨her zu
definieren. In den durchgefu¨hrten Migrationsversuchen erwies sich Leptin als ein poten-
ter Stimulus der Endothelzellmigration. Die Induktion der Endothelzellmigration durch
Leptin war dosisabha¨ngig, und in einer Konzentration von 50 ng/ml induzierte Leptin
eine maximale Steigerung der Rate migrierter Zellen. Diese Konzentration entspricht
physiologisch vorkommenden Leptin-Spiegeln bei U¨bergewichtigen [181].
Im direkten Vergleich zu VEGF war die migrationsinduzierende Wirkung von Leptin
auf die untersuchten humanen umbilikalen Endothelzellen allerdings geringer. Analog zu
VEGF bewirkte Leptin eine transiente Aktivierung und Phosphorylierung der ERK1/2
MAPK, die ihr Maximum nach einer Dauer der Stimulation von 10 min. erreichte. Die
Behandlung der HUVEC mit dem spezifischen MEK-Inhibitor PD 98059 hemmte sowohl
die durch Leptin induzierte Aktivierung der ERK1/2 als auch seine promigratorische
Wirkung auf die Endothelzellen bzw. hob sie in der Konzentration von 30 µM PD 98059
vollsta¨ndig auf.
Die Proteinkinase Akt beeinflußt die Zellmotilita¨t durch die Reorganisation des Zy-
toskeletts aus Aktin und Myosin und ermo¨glicht so die Migration von Endothelzel-
len [134, 138]. Sie stellt einen entscheidenden regulierenden Faktor in der Angiogenese
dar [40]. Diese Beobachtungen fu¨hrten zu der Frage, ob die Proteinkinase Akt auch
an der durch Leptin vermittelten Endothelzellmigration beteiligt ist. Und tatsa¨chlich
erbrachten die folgenden Migrationsversuche, daß die Leptin-induzierte Migration hu-
maner umbilikaler Endothelzellen auch durch den spezifischen Inhibitor des PI3K/Akt-
Wegs, Wortmannin, dosisabha¨ngig und signifikant gehemmt wird [146,215].
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In den sich nun anschließenden Western Blot-Analysen zeigte sich, daß Leptin die Pro-
teinkinase Akt in den untersuchten humanen umbilikalen Endothelzellen in Abha¨ngig-
keit von der Dauer der Stimulation und mit einem Maximum nach 30 min. aktivierte.
100 ng/ml Wortmannin hoben die Aktivierung und Phoshorylierung von Akt durch Lep-
tin vollsta¨ndig auf. Damit erwies sich die Proteinkinase Akt als Schlu¨sselmechanismus
der Leptin-induzierten Endothelzellmigration. Dieses Ergebnis steht in guter U¨berein-
stimmung mit der Entdeckung, daß Leptin die Invasivita¨t und Migration von Epithel-
zellen aus dem Verdauungstrakt und der Niere u¨ber einen PI3K/Akt-abha¨ngigen Weg
steigert [6].
Der spezifische MEK-Inhibitor PD 98059 hatte keinen Einfluß auf die Aktivierung der
Proteinkinase Akt. Dies fu¨hrt zu dem Schluß, daß es sich bei den zytosolischen Kinasen
ERK1/2 und Akt um zwei unabha¨ngige Wege der Signaltransduktion promigratorischer
Stimuli in Endothelzellen handelt.
Damit wurde in dieser Arbeit gezeigt, daß Leptin ein potenter Stimulus fu¨r die Endo-
thelzellmigration ist. Außerdem konnte die Beteiligung mindestens zweier voneinander
unabha¨ngiger Wege der Signaltransduktion an der durch Leptin induzierten Endothel-
zellmigration nachgewiesen werden, und zwar der Proteinkinasen ERK1/2 und Akt.
Blockierung eines dieser beiden Wege fu¨hrte jeweils zu einer starken Hemmung der Mi-
gration von HUVEC nach Leptin-Stimulation. Die Aktivierung der ERK1/2-MAPK und
der Proteinkinase Akt ist fu¨r die Migration von Endothelzellen jeweils erforderlich, aber
nicht ausreichend.
4.6 Einfluß der Thiazolidinedione auf die Endothelzell-
migration
4.6.1 Peroxisome Proliferator-Activated Receptors
Die in den hier vorgestellten Versuchen eingesetzten antidiabetischen Thiazolidinedione
Troglitazone und Ciglitazone geho¨ren zur Klasse der PPARγ-Liganden. Die PPARs -
oder Peroxisome Proliferator Activated Receptors - stellen eine Gruppe von nuklea¨ren
Rezeptoren aus der Familie der Steroidrezeptoren dar, die zu Beginn der 1990er Jahre
entdeckt wurde [128]. Sie wirken als ligandenaktivierte Transkriptionsfaktoren, die nach
der Bildung von Heterodimeren mit dem Retinoid X Receptor (RXR) die Expression
verschiedener Gene steuern [102,109,110].
Den aktuellen mechanistischen Vorstellungen zur Wirkungsweise der PPARs liegt fol-
gendes Modell zugrunde: Im nicht aktivierten Zustand liegen sie - an Co-Suppressoren
gebunden - im Zytoplasma vor. Nach Bindung ihrer Liganden und die dadurch erfolgen-
de Aktivierung der PPARs resultiert die Trennung von den Co-Suppressoren und die
Zusammenlagerung mit verschiedenen Co-Aktivatoren. In diesem Zustand translozieren
die PPARs in den Nukleus, wo sie sich an PPREs (PPAR-Response Elements) binden
und dort u¨ber die Induktion bzw. Hemmung der Gentransduktion das Verhalten der
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betroffenen Zellen regulieren [18]. Dabei ist die Bildung von Heterodimeren mit RXR
fu¨r die Bindung der PPARs an die PPREs erforderlich [36].
Bislang sind drei verschiedene PPARs beschrieben worden, die durch unterschiedliche
Expression in den verschiedenen Geweben charakterisiert sind und mit verschiedenen
biologischen Wirkungen in Verbindung gebracht werden. PPARα ist in metabolisch ak-
tiven Geweben wie Niere, Leber, Skelettmuskulatur und Herz vorhanden [7] und wurde
zuna¨chst mit der Regulation des Fettstoffwechsels in Verbindung gebracht, insbeson-
dere mit der β-Oxidation von Fettsa¨uren und dem Cholesterinmetabolismus [212, 213].
Die Aktivierung von PPARα fu¨hrte bei Nagetieren - nicht aber beim Menschen - zur
Proliferation von Peroxisomen, woher sich der Name dieser Rezeptorfamilie erkla¨rt [94].
Als natu¨rlich vorkommende Liganden fu¨r PPARα wurden sowohl gesa¨ttigte als auch
ungesa¨ttigte Fettsa¨uren beschrieben [76].
Die therapeutisch eingesetzten Fibrate sind synthetische PPARα-Liganden und senken
die Triglyceride im Serum, wogegen sie den HDL-Spiegel erho¨hen, beides kardioprotekti-
ve Faktoren [44]. Daru¨ber hinaus wurde aber noch eine entzu¨ndungshemmende Wirkung
von PPARα beschrieben, indem es beispielweise u¨ber eine Inhibition des proinflamma-
torischen Transkriptionsfaktors NF-κB die Expression von VCAM-1 auf der Oberfla¨che
von Endothelzellen hemmt und die Expression von IL-6 vermindert [200]. Außerdem
wurde neben der lipidsenkenden Wirkung der Fibrate noch eine Verbesserung der Glu-
kosetoleranz bei Patienten mit Diabetes Typ-2 beschrieben [93].
Der zweite Rezeptor aus der Gruppe der PPARs ist PPARδ, der ubiquita¨r verbreitet
ist. Allerdings konnten bisher weder spezifische Liganden mit hoher Affinita¨t noch ei-
gene biologische Wirkungen fu¨r PPARδ identifiziert werden, so daß seine Rolle noch
weitgehend ungekla¨rt ist [36,212].
Der dritte nuklea¨re Rezeptor dieser Rezeptorfamilie ist PPARγ, der im Jahre 1992
entdeckt und zuna¨chst nur in Adipozyten nachgewiesen wurde [41]. Die Aktivierung
von PPARγ spielt eine entscheidende Rolle bei der Differenzierung von Adipozyten aus
Vorla¨uferzellen, und in Experimenten, in denen PPARγ forciert in Fibroblasten expri-
miert wurde, fu¨hrte seine Aktivierung durch schwache Liganden zur Umdifferenzierung
dieser Zellen in voll ausgereifte Adipozyten [201].
4.6.2 Biologische Wirkungen von PPARγ
PPARγ reguliert mehrere Gene des Energiehaushalts und des Lipidstoffwechsels und
tra¨gt so zur Glukose- und Lipidhomo¨ostase bei [212]. Er ist unter den PPARs der Rezep-
tor mit der ho¨chsten Spezifita¨t, und so treten als natu¨rliche Liganden vor allem mehrfach
ungesa¨ttigte Fettsa¨uren und Metabolite von Prostaglandinen in Erscheinung [36]. Der
natu¨rliche Ligand fu¨r PPARγ mit der ho¨chsten Affinita¨t und der sta¨rksten biologischen
Potenz ist das Prostaglandin-Derivat 15d-PGJ2, allerdings ist die Spezifita¨t nicht ent-
sprechend hoch, und so existieren noch andere Wege der Signaltransduktion fu¨r diesen
PPAR-Liganden [108,171].
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Die antidiabetischen Thiazolidinedione stellten sich als hochspezifische synthetische Li-
ganden fu¨r PPARγ heraus [118]. So sind aus dieser Gruppe Rosiglitazone und Piogli-
tazone im therapeutischen Einsatz [102, 160]. Troglitazone wurde in den USA und in
Großbritannien vom Markt genommen und findet auch in Deutschland zur Zeit keinen
therapeutischen Einsatz, nachdem bei einer geringen Anzahl von Patienten Lebertoxi-
zita¨t nachgewiesen wurde [186,212].
Die Thiazolidinedione werden bei Patienten mit Diabetes Typ-2 eingesetzt, weil sie
u¨ber verschiedene Mechanismen die Insulinsensitivita¨t in der Muskulatur erho¨hen und
so die Glukose-, Insulin- und Lipidspiegel im Plasma effektiv senken [90, 102, 186]. Fu¨r
Troglitazone ist u¨berdies eine Senkung der Triglyceride und freien Fettsa¨uren im Plasma
und eine Senkung des Blutdrucks sowohl bei Diabetikern als auch bei Nicht-Diabetikern
beschrieben [185]. Die Aktivierung von PPARγ fu¨hrt zur Hemmung der ob-Expression
und damit zur Senkung der Leptin-Spiegel [204].
PPARγ wurde inzwischen auch in peripheren Geweben nachgewiesen, die keinen di-
rekten Bezug zu den oben angefu¨hrten Stoffwechselvorga¨ngen haben. So ist PPARγ
beispielsweise in glatten Gefa¨ßmuskelzellen und in Makrophagen exprimiert, und analog
zu PPARα sind auch fu¨r PPARγ entzu¨ndungshemmende Wirkungen beschrieben wor-
den: So senkt es u¨ber die Inhibition der proinflammatorischen Transkriptionsfaktoren
NF-κB, STAT-1 und AP-1 die Expression von Entzu¨ndungsmediatoren wie TNFa, IL-1
und IL-6 [102]. U¨berdies ist eine Reduktion der Synthese von MMP-9 in Makrophagen
durch PPARγ beschrieben, ein entzu¨ndungshemmender Faktor, der als Schutz vor der
Ruptur atherosklerotischer Plaques angesehen wird [132,159]. Eine Hemmung der MMP-
9-Expression durch den PPARγ-Liganden Troglitazone ist auch fu¨r glatte Gefa¨ßmuskel-
zellen beschrieben worden, die eine Erkla¨rung fu¨r die schon fru¨her beobachtete Hem-
mung der Migration dieser Zellen lieferte. Dieser Einfluß stellt einen weiteren wichtigen
Schutzmechanismus vor der Entstehung atherosklerotischer Plaques dar [116,131].
PPARγ ist auch in Endothelzellen exprimiert [130]. Fu¨r den natu¨rlichen PPARγ-Li-
ganden 15d-PGJ2 und fu¨r das Thiazolidinedion Ciglitazone wurde eine antiangiogene-
tische Wirkung sowohl in vitro als auch in vivo beschrieben [216]. Dieses Ergebnis wird
durch eine neuere Arbeit besta¨tigt, in der die hemmende Wirkung der synthetischen
PPARγ-Liganden Troglitazone und Rosiglitazone auf die choroidale Neovaskularisation
gezeigt wird. U¨berdies wird dort nachgewiesen, daß PPARγ die VEGF-induzierte Mi-
gration und Proliferation von choroidalen Endothelzellen hemmt [141], ein Befund, der
gut mit der fru¨heren Entdeckung in Einklang zu bringen ist, daß die Behandlung mit
PPARγ-Liganden der Expression beider VEGF-Rezeptoren auf Endothelzellen entge-
genwirkt [170].
4.6.3 Thiazolidinedione hemmen die Leptin-induzierte Endothel-
zellmigration durch Inhibition der Proteinkinase Akt
U¨ber die Rolle von PPARγ auf die Leptin-induzierte Endothelzellmigration liegen hinge-
gen noch keine Erkenntnisse vor. Daher war es ein Ziel der hier vorgelegten Arbeit, den
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Einfluß der synthetischen PPARγ-Liganden Troglitazone und Ciglitazone auf die durch
Leptin vermittelte Migration von HUVEC zu untersuchen und die dabei beteiligten Me-
chanismen der Signaltransduktion na¨her zu charakterisieren. Da Troglitazone u¨ber seine
Fa¨higkeit zur Aktivierung von PPARγ hinaus auch noch α-Tocopherol-Eigenschaften
besitzt und damit noch zusa¨tzliche, von den PPARs unabha¨ngige Wege der Signal-
transduktion nutzt [92], wurde in jedem Versuchsansatz auch Ciglitazone eingesetzt,
um sicherzustellen, daß die beobachteten Effekte tatsa¨chlich auf die Aktivierung von
PPARγ zuru¨ckzufu¨hren waren.
Es zeigte sich, daß Troglitazone und Ciglitazone die Leptin-induzierte Endothelzell-
migration dosisabha¨ngig und signifikant hemmen, wobei sich Troglitazone gegenu¨ber
Ciglitazone als noch sta¨rkerer Inhibitor erwies. Dies ist mo¨glicherweise auf die oben
erwa¨hnte Verwandtschaft von Troglitazone mit mit α-Tocopherol zuru¨ckzufu¨hren und
steht in gutem Einklang mit der Tatsache, daß auch α-Tocopherol die Migration von
Zellen hemmen kann, in dem untersuchten Fall allerdings von Epithelzellen [168].
An dieses Ergebnis schloß sich die Untersuchung der beteiligten Mechanismen der Si-
gnaltransduktion an. In den folgenden Western Blot-Analysen zeigte sich, daß die mi-
grationshemmende Wirkung der Thiazolidinedione nicht auf eine Interaktion mit dem
ERK1/2-Pathway zuru¨ckzufu¨hren war. Die Inkubation der HUVEC mit Troglitazone
bzw. Ciglitazone hatte auf die Aktivierung und Phosphorylierung der ERK1/2 durch
Leptin keinen Einfluß. Dies fu¨hrte zu der Frage, mit welchem Schritt in der Signalkette
PPARγ interferiert.
Fu¨r glatte Gefa¨ßmuskelzellen und fu¨r Monozyten ist eine migrationshemmende Wirkung
von PPARγ bekannt, und dieser Effekt wird zumindest teilweise durch die Hemmung
der Expression von die extrazellula¨re Matrix degradierenden MMPs erkla¨rt [105, 131].
Weiterfu¨hrende Untersuchungen erbrachten, daß diese Hemmung der Expression von
MMPs downstream der zytosolischen ERK1/2 erfolgt, da deren Aktivierung durch ver-
schiedene Stimuli der Migration durch PPARγ unbeeinflußt blieb [68, 105]. Dies weist
auf eine transkriptionelle Regulation der MMPs durch PPARγ hin.
Nachdem bereits gezeigt worden war, daß die Proteinkinase Akt eine Schlu¨sselposition
in der Leptin-vermittelten Migration von Endothelzellen innehat, stellte sich die Frage,
ob die Hemmung der Endothelzellmigration durch PPARγ-Liganden auf eine Interakti-
on mit diesem Weg der Signaltransduktion zuru¨ckzufu¨hren ist. Tatsa¨chlich zeigte sich
in den dazu durchgefu¨hrten Western Blots, daß die Thiazolidinedione Troglitazone und
Ciglitazone die Aktivierung der Akt nach Leptin-Stimulation signifikant hemmten. Daß
PPARγ - als ligandenaktivierter Transkriptionsfaktor eigentlich im Nukleus anzusiedeln
- eine zytosolische Kinase aktiviert, ist zuna¨chst schwer zu erkla¨ren. In einer neueren Stu-
die ist allerdings beschrieben, daß PPARγ in unstimulierten Endothelzellen perinuklea¨r
und im Zytosol verteilt vorkommt und erst nach seiner Aktivierung durch verschiedene
Liganden in den Nukleus transloziert [17]. So ist eine mo¨gliche Erkla¨rung, daß PPARγ
nach seiner Aktivierung und noch vor seiner Translokation zum Nukleus auch zyto-
solische Proteine wie die Proteinkinase Akt direkt beeinflußt und damit noch weitere
Funktionen hat, die u¨ber seine Rolle als Transkriptionsfaktor hinausgehen.
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Zusammenfassend stellen sich die Thiazolidinedione Troglitazone und Ciglitazone in
dieser Arbeit als potente Inhibitoren der Endothelzellmigration dar, die mit der Pro-
teinkinase Akt interferieren [67, 66]. Die vorliegende Arbeit liefert also weitere Mecha-
nismen fu¨r die in zwei Arbeiten bereits beschriebene antiangiogenetische Wirkung der
PPARγ-Liganden [141,216].
Damit ero¨ffnet sich ein neues Feld zum therapeutischen Einsatz der antidiabetischen
Thiazolidinedione, die offenbar nicht nur u¨ber die Regulation der gesto¨rten Stoffwech-
selprozesse, sondern auch u¨ber einen direkten Effekt auf die Zellen des Gefa¨ßsystems der
Entwicklung diabetes-assoziierter vaskuloproliferativer Erkrankungen vorbeugen ko¨n-
nen.
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4.7 Inhibitoren der Endothelzellmigration
4.7.1 Biologische Wirkungen von TNFα
TNFα ist ein pleiotropes Zytokin einer Gro¨ße von 17 kDa, das vor allem von aktivierten
Makrophagen gebildet wird [126,163]. Es ist ein wichtiger immunmodulierender Faktor
und spielt eine Rolle bei verschiedenen Entzu¨ndungszusta¨nden wie der Sepsis, wo die
TNFα-Spiegel im Blut mit der Letalita¨t korrelieren, bei Autoimmunerkrankungen wie
der Rheumatoiden Arthritis, bei der Transplantatabstoßung und bei der ko¨rpereigenen
Abwehr von Tumoren [163]. TNFα ist ein wichtiger regulierender Faktor im Gleichge-
wicht zwischen Apoptose und Proliferation [13].
Im Jahr 1975 wurde TNFα zum ersten Mal beschrieben und erhielt seinen Namen
aufgrund seiner damals entdeckten Fa¨higkeit, Tumorzellen in vitro zu lysieren und in
implantierten Tumoren im Tierversuch eine ha¨morrhagische Nekrose auszulo¨sen [29]. Ei-
nige Jahre spa¨ter wurde ein kataboler Faktor isoliert, der zur Entstehung der tumor- und
entzu¨ndungsbedingten Cachexie beitrug und der deshalb zuna¨chst Cachectin genannt
wurde, sich dann aber als mit TNFα identisch erwies [15].
TNFα wird einer Gruppe von strukturell verwandten Zytokinen zugeordnet, der soge-
nannten TNF-Liganden-Familie, die insgesamt zehn Mitglieder umfaßt, darunter auch
LT-α (TNFβ), LT-β und CD40L. Alle Mitglieder der TNF-Liganden-Familie kommen
als Klasse-II-Membranproteine vor und wirken u¨ber direkte Zell-Zell-Kontakte. Ausnah-
men davon stellen die Zytokine TNFα und LT-α dar, die u¨berwiegend in lo¨slicher Form
wirksam sind [126].
TNFα existiert in einer membrangebundenen Vorla¨uferform und wird durch eine spezi-
fische Metalloprotease, dem sogenannten TACE (= TNFα-converting enzyme) [22], von
der Zelloberfla¨che gelo¨st, wodurch es seine volle biologische Wirksamkeit erlangt [163].
Wie auch die u¨brigen Mitglieder dieser Liganden-Familie bildet TNFα Homotrimere und
erha¨lt so seine biologisch aktive Form [13].
In Entsprechung zur TNF-Liganden-Familie wurde auch eine TNF-Rezeptoren-Familie
beschrieben, die neben den beiden TNFα-Rezeptoren p55 und p75 noch zehn wei-
tere Mitglieder einschließt, zum Beispiel auch CD40, den Rezeptor fu¨r den im Fol-
genden beschriebenen CD40L. Alle Mitglieder dieser Rezeptorenfamilie sind Klasse-I-
Membranproteine, deren extrazellula¨rer Teil sogenannte CRD aufweist, also Sequenzen
mit repetitiven Cysteinanteilen, die eine wichtige Rolle bei der Bindung der Liganden
spielen [126]. Fu¨r alle Mitglieder der TNF-Liganden-Familie existiert jeweils ein einziger
spezifischer Rezeptor, nicht jedoch fu¨r TNFα, das sowohl an den p55- als auch an den
p75-Rezeptor binden kann und sich diese Rezeptoren mit dem ihm eng verwandten LT-α
teilt [16].
Die Rezeptoren dieser Gruppe besitzen keine eigene Kinase-Aktivita¨t, und so ist auch der
Mechanismus der Rezeptoraktivierung noch nicht endgu¨ltig gekla¨rt. Die in der aktuellen
Literatur am ha¨ufigsten vertretene Hypothese vertritt aber die Ansicht, daß es nach
der Bindung der Liganden an die jeweiligen Rezeptoren der TNF-Rezeptor-Familie zu
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einer Konformationsa¨nderung im Rezeptor kommt, die auch als
”
molekularer Switch“
bezeichnet wird. Dies fu¨hrt zur Assoziierung von Phosphoproteinen wie TRAF an den
intrazellula¨ren Anteil des Rezeptors, womit eine ganze Kaskade von Signalen in Gang
gesetzt wird, die schließlich in der vermehrten oder reduzierten Expression bestimmter
Zielgene mu¨ndet [13,126].
Die beiden Rezeptoren fu¨r TNFα, p55 und p75, sind auf nahezu allen kernhaltigen Zellen
koexprimiert [211], auch auf Endothelzellen, die ein wichtiges Ziel fu¨r TNFα-vermittelte
Wirkungen darstellen [155]. Wie auch bei anderen Zellen hat sich der p55-Rezeptor
auf Endothelzellen als der fu¨r die Vermittlung der biologischen Wirkungen von TNFα
entscheidende herausgestellt [120].
TNFα u¨bt vielfa¨ltige Wirkungen auf Endothelzellen aus: So hat dieses Zytokin Einfluß
auf die Form und Motilita¨t von Endothelzellen, und es induziert die Expression verschie-
dener Proteine in Endothelzellen, die zum Beispiel bei der Leukozytenadha¨sion und der
Leukozytenaktivierung beteiligt sind. Daru¨ber hinaus supprimiert es die Expression an-
derer Proteine [124].
4.7.2 TNFα ist kein Stimulus der Endothelzellmigration
Angiogenese, also die Bildung neuer Blutgefa¨ße aus der bereits bestehenden Vaskula-
tur, ist ein Prozeß, der fu¨r die normale Entwicklung und fu¨r Reparaturvorga¨nge wie
die Wundheilung und die Kollateralenbildung in ischa¨mischen Geweben von entschei-
dender Bedeutung ist, aber auch bei pathologischen Zusta¨nden wie dem Wachstum und
der Metastasierung von Tumoren und bei chronischen Entzu¨ndungen eine Rolle spielt.
Entzu¨ndungsreaktionen spielen sich dabei nicht nur in mikrobiell infizierten Geweben
ab, sondern werden auch durch Reize wie Traumata oder Ischa¨mie/Reperfusion her-
vorgerufen. In Blutgefa¨ßen werden Entzu¨ndungsreaktionen durch verschiedene Stimuli
wie oxLDL, Cholesterin, Zigarettenrauchen oder Traumata provoziert [190]. Als Fol-
ge dieser Reize wandern Entzu¨ndungszellen in diese gescha¨digten Gewebe ein, so auch
Makrophagen, die an Orten der Angiogenese geha¨uft nachgewiesen werden und die pro-
angiogenetische Faktoren sezernieren [190].
Fu¨r TNFα, das von aktivierten Makrophagen sezerniert wird, ist eine angiogenetische
Wirkung beschrieben [55,191], und in mehreren Studien wurde eine direkte Korrelation
der Makrophageninfiltration und der Vaskularisation von soliden Tumoren gefunden
[117,148].
Da zur Angiogenese verschiedene Faktoren wie die Migration von Endothelzellen, die
Produktion von die extrazellula¨re Matrix degradierenden Metalloproteinasen und die
Proliferation von Endothelzellen beitragen, stellt sich die Frage, u¨ber welche dieser ein-
zelnen Schritte die angiogenetische Wirkung von TNFα vermittelt wird. Das Ziel dieser
Arbeit war, den Einfluß von TNFα auf die Migration humaner Endothelzellen zu unter-
suchen.
Es ist bekannt, daß TNFα chemotaktisch auf verschiedene Entzu¨ndungszellen [58, 156]
und auf Fibroblasten wirkt. Daru¨ber hinaus stellt es aber auch einen chemotaktischen
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Stimulus fu¨r Zellen anderen Ursprungs dar, wie die Langerhans-Zellen der Haut [104] und
glatte Gefa¨ßmuskelzellen [69]. Außerdem reguliert TNFα die Expression von Matrixme-
talloproteasen, die die Degradation der Basalmembran bewirken und eine Voraussetzung
fu¨r die Auswanderung der Endothelzellen aus ihrem Zellverband darstellen [59]. TNFα
steigert die Sekretion von MMPs [85] und von uPA durch Endothelzellen [88].
U¨ber die Wirkungen von TNFα auf die Endothelzellmigration liegen hingegen wider-
spru¨chliche Aussagen vor: Eine allgemein anerkannte Arbeit stellte eine direkte che-
motaktische Wirkung von TNFα auf bovine Kapillarendothelzellen fest [119], wogegen
in anderen Arbeiten kein direkter stimulatorischer Effekt auf die Endothelzellmigration
gezeigt werden konnte [65].
Die Ergebnisse der hier vorgelegten Arbeit unterstu¨tzen die zweite zitierte Ansicht, denn
in den hier durchgefu¨hrten Migrationsversuchen konnte keine signifikante Induktion der
Endothelzellmigration durch TNFα in einer relativ hohen Konzentration von 500 U/ml
nachgewiesen werden. Eine mo¨gliche Erkla¨rung bietet das Ergebnis einer weiteren Publi-
kation, in der gezeigt wurde, daß TNFα zwar eine Steigerung der Endothelzellmigration
bewirkt, aber nur u¨ber einen indirekten Mechanismus, na¨mlich durch die Induktion der
Freisetzung direkter Stimuli der Migration von Endothelzellen. Die durch die Stimu-
lation mit TNFα induzierte Migration humaner Endothelzellen war in dieser Arbeit
durch einen Antagonisten des PAF-Rezeptors signifikant hemmbar, was die lediglich in-
direkte Beteiligung von TNFα an der Endothelzellmigration und die Notwendigkeit der
Freisetzung des direkt motogenen Faktors PAF beweist [137].
Diese Beobachtung steht in gutem Einklang mit der in der Literatur verbreiteten An-
sicht, daß auch die angiogenetische Wirkung von TNFα nur eine indirekte ist und u¨ber
die durch TNFα stimulierte Sekretion direkt angiogenetischer Faktoren wie bFGF [147],
PAF [27] und uPA [88] aus den Endothelzellen selbst und aus benachbarten Zellen zu-
stande kommt. Die widerspru¨chlichen Aussagen u¨ber die Wirkungen von TNFα auf
Endothelzellen in der aktuellen Literatur wurden daru¨ber hinaus mit unterschiedlichen
Versuchsbedingungen erkla¨rt, die beispielsweise in den jeweils eingesetzten Konzentra-
tionen von TNFα, in den Inkubationszeiten und in den untersuchten Zellarten variie-
ren [45].
Die Stimulation der Endothelzellen mit TNFα u¨ber 24h hingegen erbrachte sogar eine
inhibitorische Wirkung dieses Zytokins auf die Migration humaner Endothelzellen: Die
darauf folgende Stimulation mit TNFα bewirkte wiederum keinen signifikanten Anstieg
der Anzahl migrierter Zellen, und die mit TNFα behandelten Endothelzellen sprachen
signifikant geringer auf eine nachfolgende VEGF-Stimulation an als die unbehandelten
Zellen der Kontrolle. VEGF, das sich in den vorangegangenen Versuchen als potenter
Stimulus der Endothelzellmigration erwiesen hatte, bewirkte bei den u¨ber 24h mit TNFα
inkubierten Zellen nur noch eine deutlich abgeschwa¨chte migratorische Antwort. Eine
mo¨gliche Erkla¨rung fu¨r dieses Ergebnis findet sich in einer Arbeit von Patterson, in der
er zeigt, daß TNFα die Expression des VEGF-Rezeptors KDR auf humanen Endothel-
zellen und als Konsequenz dieses Effekts auch die VEGF-induzierte Proliferation von
Endothelzellen signifikant hemmt [152]. Analog dazu zeigt das Ergebnis dieser Arbeit
die Hemmung der VEGF-induzierten Endothelzellmigration durch TNFα.
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4.7.3 Biologische Wirkungen von CD40-CD40L
Ein weiteres Mitglied der TNF-Rezeptor-Familie ist CD40, ein phosphoryliertes Glyko-
protein einer Gro¨ße von 49 kDa [113]. Rezeptor-Familien wie die TNF-Rezeptor-Familie
sind durch strukturelle Homologien und u¨berlappende biologische Eigenschaften sowie
gemeinsame Wege der Signaltransduktion definiert [112], und so ist auch CD40 ein Klas-
se I-Membranprotein ohne eigene Kinase-Aktivita¨t. An der Transduktion der durch die
Ligation von CD40 generierten Signale sind mehrere Second-Messenger-Systeme betei-
ligt, wie zum Beispiel verschiedene Kinasen, so auch die PI3K oder die p38- und die
ERK-MAP-Kinasen [101, 157], aber auch verschiedene Mitglieder der TRAF-Familie,
deren Bedeutung bei der Signaltransduktion von TNFα weiter oben schon erwa¨hnt
wurde [113]. Es ist bekannt, daß durch CD40 vermittelte Signale u¨ber TRAF2, TRAF3,
TRAF5 und TRAF6 weiter ins Zellinnere geleitet werden [91], und daß u¨ber TRAF6
sowohl die ERK als auch der fu¨r die Umsetzung von TNFα-Wirkungen zentrale Tran-
skriptionsfaktor NF-κB aktiviert werden [100].
CD40 wurde zuna¨chst auf der Zellmembran von B-Lymphozyten nachgewiesen und fu¨r
ein B-Zell-spezifisches Antigen gehalten [34,153]. Inzwischen ist aber nachgewiesen wor-
den, daß CD40 von einer Reihe weiterer Zellen exprimiert wird, zum Beispiel von den-
dritischen Zellen und Monozyten, aber auch von nicht-ha¨matopoetischen Zellen wie
Epithelzellen und Fibroblasten [113]. Auch auf Endothelzellen ist CD40 exprimiert und
funktionell aktiv [89,217].
Der spezifische Ligand fu¨r diesen Rezeptor aus der TNF-R-Familie, CD40L, ist ein Gly-
koprotein, das vor allem auf aktivierten CD4+ T-Lymphozyten exprimiert ist [77,143].
Aber auch CD40L wurde inzwischen auf weiteren Zelltypen nachgewiesen, beispielsweise
auf aktivierten Thrombozyten [87]. Wie die anderen Mitglieder der TNF-Familie wird
es zuna¨chst als Klasse II-Membranprotein einer Gro¨ße von 33 kDa gebildet und erha¨lt
seine biologisch aktive Form durch die Zusammenlagerung zu symmetrischen Homotri-
meren. Es existieren aber auch lo¨sliche, sezernierte Formen, die etwas ku¨rzer sind (31
bzw. 18 kDa) als die membrangebundenen Proteine, aber dennoch zur Bildung von Tri-
meren, zur Bindung an CD40 und zur Induktion der charakteristischen Wirkungen fa¨hig
sind [78,133].
CD40 und CD40L bilden ein Rezeptor-Liganden-System, das entscheidend an der Re-
gulation des Immunsystems sowohl auf der Ebene der lo¨slichen Zytokine als auch auf
der der Zellkontakt-vermittelten Reaktionen beteiligt ist. So bewahrt die Bindung von
CD40L humane B-Lymphozyten vor der Apoptose und induziert deren Proliferation und
Reifung und - im Zusammenspiel mit anderen Entzu¨ndungsmediatoren - das sogenannte
Isotyp-Switching, infolgedessen IgA-, IgG- oder IgE-Antiko¨rper gebildet werden [113].
Ein genetischer Defekt des CD40L auf dem X-Chromsom verursacht das sogenannte
HyperIgM-Syndrom, bei dem es zu einer schweren Sto¨rung der humoralen Achse des
Immunsystems kommt, mit erho¨hten Spiegeln von zirkulierendem IgM, wa¨hrend kaum
Antiko¨rper der anderen Klassen gebildet werden und B-Geda¨chtniszellen vollsta¨ndig
fehlen [144].
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Auch auf Endothelzellen ist funktionelles CD40 exprimiert, und die Bindung des spezifi-
schen Liganden CD40L induziert die versta¨rkte Expression von Adha¨sionsmoleku¨len wie
ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektin auf diesen Zellen [87]. Diese Reaktion entspricht einer
Aktivierung der Endothelzellen, wie sie ebenfalls durch andere Entzu¨ndungsmediatoren,
zum Beispiel durch IL-1 oder durch TNFα, hervorgerufen wird [89,217]. Die vermehrte
Expression von Adha¨sionsmoleku¨len spielt bei der Initiierung einer Entzu¨ndungsreaktion
und der Extravasation von Leukozyten eine entscheidende Rolle [189]. Daru¨ber hinaus
stimuliert CD40L auch die Expression verschiedener Entzu¨ndungsmediatoren wie LIF,
GM-CSF und IL-6 durch Endothelzellen [38], ebenso wie die Produktion von IL-8 [123].
CD40L bewirkt die Reifung dendritischer Zellen zu maturen Antigen-pra¨sentierenden
Zellen und reguliert die Sekretion von Zytokinen und Matrixmetalloproteasen durch
Monozyten [113]. Daru¨ber hinaus hat es eine antiapoptotische Wirkung auf Monozyten
und versta¨rkt die Il-12-Sekretion durch Makrophagen, die wiederum die Reifung von
TH1- Zellen induziert. Damit ist CD40L zusa¨tzlich zu seinem entscheidenden Einfluß auf
die Immunglobulin-Bildung durch B-Lymphozyten auch an der Regulation der zellula¨ren
Immunita¨t beteiligt [189].
Zusammenfassend kann man festhalten, daß CD40L nicht nur ein entscheidender Sti-
mulus fu¨r die Reifung von B-Zellen ist, sondern viele verschiedene immunkompetente
Zellen in allen Stadien einer Entzu¨ndungsreaktion aktiviert und damit fu¨r beide Achsen
der Abwehr - sowohl die humorale als auch die zellula¨re - einen wichtigen Regulator
darstellt.
4.7.4 CD40L ist kein Stimulus der Endothelzellmigration
Chronische Entzu¨ndungen, bei denen es zur T-Zell-Aktivierung und zur Infiltration der
betroffenen Gewebe mit aktivierten T-Zellen kommt, sind ha¨ufig von der Bildung neu-
er Blutgefa¨ße, also von angiogenetischen Prozessen, betroffen. Beispiele dafu¨r stellen
die Rheumatoide Arthritis [84, 149] und die Atherosklerose dar [10, 223]. Gleichzeitig
exprimieren die Endothelzellen in entzu¨ndeten Geweben versta¨rkt CD40, was fu¨r Er-
krankungen der Haut, wie etwa die Kontaktallergie und die Psoriasis, ebenso wie fu¨r
atherosklerotische Plaques nachgewiesen wurde [89,122].
Dies fu¨hrt zur Annahme einer direkten Assoziation zwischen der Anwesenheit von CD40L
auf der Zellmembran aktivierter T-Lymphozyten sowie seines Rezeptors CD40 auf den
Endothelzellen und der angiogenetischen Vorga¨nge in Entzu¨ndungsgebieten [139]. In
diesem Zusammenhang wurde bereits gezeigt, daß CD40L die Endothelzellen nicht nur
zu Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-6 und IL-8 stimulieren kann,
sondern auch zur Bildung direkter Promotoren der Angiogenese, wie VEGF. In der-
selben Arbeit wurde auch eine direkte angiogenetische Wirkung von CD40L in vivo
nachgewiesen [135]. Ein weiterer Hinweis auf eine mo¨gliche angiogenetische Wirkung
von CD40L ist die Entdeckung, daß aktivierte T-Lymphozyten u¨ber einen CD40L-
abha¨ngigen Mechanismus die Sekretion von die extrazellula¨re Matrix degradierenden
Matrixmetalloproteasen durch Endothelzellen hochregulieren. Daru¨ber hinaus bewirkte
die Stimulation der Endothelzellen mit CD40L die Bildung von Blutgefa¨ß-A¨quivalen-
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ten im 3-D-Matrigel-Modell, was ein weiteres wichtiges Indiz fu¨r eine angiogenetische
Wirkung dieses Zytokins darstellt [121].
Da die Migration von Endothelzellen einen wichtigen Schritt im komplexen Vorgang
der Angiogenese, also der Bildung neuer Blutgefa¨ße aus bereits bestehender Vaskula-
tur, darstellt, war ein Ziel dieser Arbeit, den Einfluß von CD40L auf die Migration
humaner Endothelzellen zu untersuchen. Hinweise auf eine mo¨gliche migrationssteigern-
de Wirkung von CD40L ergaben sich aus Arbeiten, in denen die direkte angiogenetische
Wirkung von CD40L gezeigt wurde, und insbesondere aus der bereits zitierten Publi-
kation von Mach, in der er die gesteigerte Sekretion von Matrixmetalloproteasen nach
Stimulation von kultivierten Endothelzellen mit CD40L nachweist [121]. Die Expression
und Sekretion von Metalloproteasen ist eine wichtige Voraussetzung fu¨r die Endothel-
zellmigration, da diese Zellen sich zuna¨chst aus ihrem festen Zellverband lo¨sen mu¨ssen.
Einen weiteren wichtigen Hinweis auf eine mo¨gliche Induktion der Endothelzellmigra-
tion durch deren Stimulation mit CD40L gab eine Publikation, in der nachgewiesen
wurde, daß CD40L in einer humanen Zellinie die ERK MAP-Kinase aktivierte. Die-
se Proteinkinase hatte sich bei den vorangegangenen Versuchen der hier vorgelegten
Arbeit als Schlu¨sselenzym der Migration erwiesen, und alle untersuchten Promotoren
der Endothelzellmigration bewirkten eine signifikante Aktivierung der ERK. Auch in
der Literatur wird eine Beteiligung der ERK MAP-Kinase an der Migration von Zellen
diskutiert [31,33,68,195].
Zur Untersuchung der Effekte von CD40L auf die Endothelzellmigration wurde in der
hier vorgelegten Arbeit derselbe Ansatz gewa¨hlt, wie er auch fu¨r TNFα angewandt
worden war. Die Ergebnisse erbrachten keinen Hinweis auf eine promigratorische Wir-
kung von CD40L auf die untersuchten humanen umbilikalen Endothelzellen, sondern
im Gegenteil eine signifikante Hemmung der VEGF-induzierten Endothelzellmigration
bei der mit CD40L vorbehandelten Gruppe gegenu¨ber der Kontrolle. Auch gegenu¨ber
der VEGF-induzierten Migration der mit nicht transfizierten P3xWT-Zellen vorbehan-
delten Endothelzellen bewirkte CD40L eine signifikante Hemmung. Als dritte Kontrolle
waren Endothelzellen untersucht worden, die zwar u¨ber 24h mit den CD40L-positiven
P3xTBA7-Zellen inkubiert worden waren, denen aber zusa¨tzlich TRAP-1 zugesetzt wor-
den war, ein lo¨slicher Antiko¨rper fu¨r CD40 [77, 78]. Bei dieser dritten Gruppe von HU-
VEC war zwar auch eine Hemmung der VEGF-induzierten Migration zu beobachten,
die allerdings gegenu¨ber der Kontrolle nicht signifikant war und auch nicht so deutlich
ausfiel wie die Hemmung in der Gruppe der mit CD40L-positiven P3xTBA7-inkubierten
Endothelzellen. Eine mo¨gliche Erkla¨rung dafu¨r findet sich in der Annahme, daß nicht
alle Bindungsstellen fu¨r CD40L auf den HUVEC durch TRAP-1 besetzt waren, so daß
die zugesetzten P3xTBA7-Zellen trotz Anwesenheit eines verdra¨ngenden Antiko¨rpers
ihre migrationshemmende Wirkung auf die HUVEC entfalten konnten. Zusammenfas-
send zeigte CD40L in den hier vorgestellten Untersuchungen keine migrationssteigernde
Wirkung auf humane Endothelzellen, und in Analogie zu den mit TNFα gefundenen
Ergebnissen hemmte es signifikant die VEGF-induzierte Endothelzellmigration.
Dies steht in guter U¨bereinstimmung mit der in verschiedenen Publikationen beschriebe-
nen Tatsache, daß CD40L und TNFα sich u¨berlappende Wege der Signaltransduktion
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benutzen, wie etwa die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB [100, 99]. Dies
und die Zugeho¨rigkeit von CD40L und TNFα zur gleichen Zytokin-Familie la¨ßt auch
den Schluß auf a¨hnliche biologische Wirkungen zu, wie sie hier in Bezug auf die Endo-
thelzellmigration gefunden wurden. Daru¨ber hinaus ist zwar die Aktivierung der ERK
MAP-Kinase durch CD40L beschrieben worden [100], ein Schlu¨sselsignal fu¨r die Mi-
gration vaskula¨rer und nicht-vaskula¨rer Zellen, aber einerseits werden in der zitierten
Publikation keine Aussagen u¨ber die Kinetik dieser Aktivierung getroffen. Und zweitens
lag das Aktivita¨tsmaximum der Phospho-ERK-MAPK bei den in der hier vorgeleg-
ten Arbeit gefundenen Ergebnissen regelma¨ßig ca. 10 min. nach Beginn der Stimulation
durch verschiedene Zytokine wie VEGF und Leptin. Der mit den CD40L-positiven Zellen
untersuchte Stimulationszeitraum betrug hingegen 24h, so daß auch dies eine mo¨gliche
Erkla¨rung fu¨r das Fehlen einer migrationssteigernden Wirkung dieses Zytokins darstellt.
Ein weiterer mo¨glicher Sto¨rfaktor besteht in der Tatsache, daß kultivierte Endothelzellen
- im Gegensatz zu Endothelzellen in gesundem Gewebe in vivo - den CD40L selbst auf
ihrer Zelloberfla¨che exprimieren [123]. Man muß also in Betracht ziehen, daß auto- und
parakrine Wirkungen von CD40L das Ergebnis der externen Stimulation mit P3xTBA7-
Zellen verfa¨lschen ko¨nnen.
Diese Ergebnisse stellen einen ersten Schritt in der Untersuchung der Wirkungen von
CD40L auf die Endothelzellmigration dar, und zur umfassenden Analyse dieser Wir-
kungen werden noch weitere Untersuchungen erforderlich sein. Ein interessanter Ansatz
wa¨re zum Beispiel die Untersuchung kurzfristiger Effekte von CD40L auf das Migrati-
onsverhalten von Endothelzellen und die Erstellung der Kinetik einer etwaigen ERK-
MAPK-Aktivierung durch CD40L. Die Analyse der Expression der VEGF-Rezeptoren
KDR und flt-1 auf den Endothelzellen vor und nach deren Stimulation mit CD40L
ko¨nnte zur Erkla¨rung der beobachteten Hemmung der VEGF-induzierten Endothelzell-




Das Ziel dieser Arbeit bestand in der Untersuchung der Einflu¨sse verschiedener Zyto-
kine auf die Migration humaner Endothelzellen und in der na¨heren Charakterisierung
daran beteiligter Mechanismen der Signaltransduktion. Dazu wurden zuna¨chst ein auf
einer modifizierten Boyden-Kammer aufbauender Migrationsassay fu¨r HUVEC etabliert
und ein interner Standard geschaffen. Der Einfluß der einzelnen Wachstumsfaktoren im
Kulturmedium auf die Migration wurde analysiert, und dabei stellten sich sowohl FCS
als auch a-FGF als potente Stimuli der Endothelzellmigration heraus. Im Anschluß an
diese Untersuchungen wurde ein 5% FCS enthaltendes Versuchsmedium festgelegt.
Auf den so definierten Versuchsbedingungen aufbauend wurden die Einflu¨sse der Zyto-
kine VEGF und Leptin auf die Endothelzellmigration untersucht. Es stellte sich heraus,
daß beide starke Induktoren der Endothelzellmigration sind. Die ERK-MAP-Kinase
stellte sich in beiden Fa¨llen als ein Schlu¨sselmechanismus der migratorischen Antwort
von HUVEC dar, dessen Blockade eine starke Inhibition der durch die jeweiligen Zyto-
kine induzierten Migration bewirkte.
Außerdem wurde der Einfluß der antidiabetischen Thiazolidinedione auf die Leptin-
stimulierte Endothelzellmigration analysiert. Die Thiazolidinedione hemmten signifikant
die Migration der HUVEC nach Stimulation mit Leptin. Die sich anschließendenWestern
Blots zeigten, daß diese Hemmung auf einer negativen Wirkung der Thiazolidinedione
auf die Aktivierung und Phosphorylierung einer weiteren Kinase beruhte, der zytosoli-
schen Proteinkinase Akt. Damit wird in dieser Arbeit zum ersten Mal gezeigt, daß an der
Leptin-stimulierten Migration von Endothelzellen zwei voneinander unabha¨ngiger We-
ge der Signaltransduktion beteiligt sind, na¨mlich die ERK-MAPK und die zytosolische
Kinase Akt.
Im dritten Teil dieser Arbeit wurden zwei Zytokine aus der Gruppe der TNF-Liganden-
Familie untersucht. Fu¨r TNFα ergab sich kein Einfluß auf die Endothelzellmigration
bei einer kurzfristigen Stimulation einer Dauer von 5h, jedoch eine signifikante Hem-
mung der VEGF-induzierten Migration nach 24h-Stimulation. Auch die Inkubation der
HUVEC mit CD40L exprimierenden T3xTBA7-Zellen u¨ber 24h hemmte deren migra-
torische Antwort auf Stimulation mit dem potenten endothelzellspezifischen Chemokin
VEGF signifikant.
Damit wird in der vorliegenden Arbeit zum ersten Mal gezeigt, daß Antidiabetika aus
der Gruppe der PPARγ-Liganden eine direkte hemmende Wirkung auf die Endothelzell-
migration haben, und daß diese Inhibition u¨ber eine Interferenz mit der Proteinkinase
Akt zustande kommt. Dies weist auf die Mo¨glichkeit hin, daß der therapeutische Ein-
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satz dieser Substanzklasse zusa¨tzlich zur Regulation der Stoffwechselprozesse direkte
Wirkungen auf das Blutgefa¨ßsystem von Patienten mit NIDDM haben und sekunda¨re
Symptome wie die diabetische Retinopathie einda¨mmen kann. Diese Perspektive wird
jedoch in Versuchen am lebenden Organismus verifiziert werden mu¨ssen.
In dieser Arbeit wurde daru¨ber hinaus zum ersten Mal der Einfluß des proinflammatori-
schen Zytokins CD40L auf die Endothelzellmigration mit Hilfe der modifizierten Boyden-
Kammer untersucht. In U¨bereinstimmung mit den fu¨r TNFα gefundenen Ergebnissen
hemmte die Inkubation der HUVEC u¨ber 24h mit CD40L deren VEGF-stimulierte Mi-
gration signifikant. Auch zur Erkla¨rung dieser Ergebnisse werden weitere Untersuchun-
gen erforderlich sein, so zum Beispiel die Analyse der Einflu¨sse von CD40L auf die
Expression des VEGF-Rezeptors auf Endothelzellen oder die Untersuchung der Auswir-
kungen einer kurzzeitigen Stimulation mit CD40L auf die Endothelzellmigration.
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